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I. POVZETEK  
Receptor NOD2 je pomembna komponenta prirojenega imunskega sistema in je zato 
zanimiva tarča za iskanje novih imunomodulatorjev. NOD2 sicer spada med znotrajcelične 
receptorje za prepoznavo vzorcev, ki zaznavajo metabolite peptidoglikana - ta se nahaja v 
celični steni tako Gram pozitivnih kot Gram negativnih bakterij. Minimalni strukturni 
fragment, ki aktivira NOD2 in posledično izkazuje imunostimulatorne učinke, je muramil 
dipeptid, ki so ga razvijali kot obetaven adjuvans. Adjuvansi so namreč pomembne 
komponente cepiv, saj z njimi dosežemo boljši učinek cepiva – torej večji titer protiteles, 
ob tem pa potrebujemo tudi manjše količine antigenov. Agoniste NOD2 lahko potencialno 
uporabimo ne samo kot adjuvanse za cepiva temveč tudi v imunoterapiji rakavih obolenj 
kot alternativo klasičnemu zdravljenju, za zdravljenje okužb v kombinaciji z antibiotiki in 
pri zdravljenju nekaterih vnetnih bolezni. 
V magistrski nalogi smo načrtovali, sintetizirali in ovrednotili acilirane analoge Gly-L-Ser-
D-Glu kot potencialne agoniste receptorja NOD2. Izhajali smo iz raziskav o 
dezmuramilpeptidnih mimetikih muramil dipeptida, osnovanih na tripeptidu Gly-L-Val-D-
Glu, v strukturi katerih je namesto N-acetilmuraminske kisline vgrajena trans-ferulična 
kislina kot aromatski glikomimetik. Glavni cilj naloge je bil ugotoviti, kako zamenjava 
centralnega L-valina z L-serinom vpliva na njegovo NOD2 agonistično aktivnost. Nato pa 
smo sintetizirali tudi različne lipofilne acilirane analoge, da bi videli vpliv spremembe 
strukture in lipofilnosti na sposobnost aktivacije NOD2  
Končnim spojinam smo biološko ovrednotili sposobnost aktivacije NOD2 na celični liniji 
HEK293-NOD2, ki ima pretirano izražen gen za NOD2. Spojina 4, s strukturo Gly-L-Ser-
D-Glu, v kateri je na serinsko OH skupino vezana lipofilna benzilna skupina, je pokazala 
najvišjo aktivnost od vseh testiranih spojin, zato smo njeno imunomodulatorno delovanje 
še dodatno ovrednotili s funkcijskimi testi. Preverili smo njen učinek na citotoksično 
sposobnost mononuklearnih celic iz periferne krvi napram tumorskim celicam, a je 
eksperiment pokazal, da spojina v 10 μM koncentraciji na to ni imela vpliva. Nato smo 
preverili, kako spojina 4 vpliva na izražanje nekaterih označevalcev iz monocitov 
pridobljenih dendritičnih celic, ki so najpomembnejše celice za doseganje adjuvantnega 
delovanja. Ugotovili smo, da je spojina 4 značilno povečala izražanje označevalcev CD80, 








NOD2 receptor is an important component of the innate immune system and therefore 
constitutes a valuable target for the research of new immunomodulators. NOD2 receptors 
belong to a group of intracellular pattern recognition receptors that detect metabolites of 
peptidoglycan, which is a part of the cell wall of Gram positive and Gram negative 
bacteria. The minimal structural fragment that activates NOD2 and consequently exhibits 
immunostimulatory effects is muramyl dipeptide, which has been developed as a 
promising adjuvant. Adjuvants are important components of vaccines and improve their 
efficacy – an increased antibody titer while such vaccines usually also require smaller 
amounts of antigens. NOD2 agonists can potentially also be used in cancer immunotherapy 
as an alternative to classical treatment, for treating infections in combination with 
antibiotics and in treatment of some inflammatory diseases. 
In this Master's thesis, we designed, synthesised and evaluated acylated analogues of Gly-
L-Ser-D-Glu as potential NOD2 receptor agonists. Our plan was based on recent studies of 
muramyl dipeptide mimetics, specifically from desmuramyl peptide, in which a trans-
ferulic acid was used as an aromatic glycomimetic instead of N-acetylmuramic acid. The 
main goal was to establish how the replacement of the central L-valine with L-serine 
affects the NOD2 agonistic activity of compounds. We also synthesised diverse lipophilic 
analogues to investigate the effect of structure and lipophilicity alterations have on their 
ability to activate NOD2. 
Final compounds were evaluated for the ability to activate NOD2 on HEK293-NOD2 cell 
line with overexpressed gene for NOD2. Compound 4 based on a Gly-L-Ser-D-Glu core 
structure carrying a lipophilic benzyl group attached to the serine OH group showed the 
highest activity of all tested compounds, therefore its immunomodulatory activity was 
additionally evaluated in functional assays. We examined its effect on cytotoxic ability of 
peripheral blood mononuclear cells against tumor cells and revealed the compound lacked 
activity at the concentration of 10 μM. Further, we evaluated the effect of compound 4 on 
the expression of specific surface markers, important for achieving adjuvant activity, 
present on monocyte-derived dendritic cells. Compound 4 was found to significantly 
increase the expression of CD80, CD86 and HLA-DR markers, thereby moderately 
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III. SEZNAM OKRAJŠAV 
AIM2 = angl. absent in melanoma 2 
ALR = AIM-u podobni receptorji 
APC = antigen predstavitvena celica 
Boc = terc-butiloksikarbonil 
BSA = goveji serumski albumin  
CARD = domena za aktivacijo in rekrutiranje kaspaz (angl. caspase activation and 
recruitment domain) 
CDCl3 = devteriran kloroform 
CFSE = karboksifluorescein sukcinimidil ester 
CIITA = transaktivator poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti razreda II (angl. Class 
II Major Histocompatibility Complex Transactivator)  
CLR = lektinski receptorji tipa C 
d = dublet 
DAMP = s poškodbo povezani molekulski vzorci (angl. damage-associated molecular 
patterns) 
DAP = diaminopimelat 
DC = dendritična celica  
DCC = dicikloheksilkarbodiimid 
DC-SIGN = za dendritične celice specifični, medcelično adhezijsko molekulo-3 vezoči 
neintegrin (angl. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin) 
DKM = diklorometan 
DMAP = 4-dimetilaminopiridin 
DMF = dimetilformamid 
DMSO-d6 = devteriran dimetilsulfoksid 
EDC = N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid 
HOBt = 1-hidroksibenzotriazol 
HPLC = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS = masna spektrometrija visoke ločljivosti 
IFNα = interferon α 
IFNβ = interferon β 
IKK = IκB kinaza 
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IRF = interferon-regulatorni faktor 
J = sklopitvena konstanta 
LGP2 = angl. laboratory of genetic and phisiology 2 
LPS = lipopolisaharid 
LRR = z levcinom bogata zaporedja (angl. leucin-rich repeats) 
m = multiplet 
MAPK = z mitogeni aktivirana proteinska kinaza 
MDA5 = z diferenciacijo melanoma povezan gen 5 (angl. melanoma differentiation – 
associated gene 5) 
MDP = muramil dipeptid 
MDSC = supresorske celice mieloidnega izvora (angl. myeloid-derived suppressor cells) 
MeOD = devteriran metanol 
Mf = mobilna faza 
MHC = poglavitni kompleks tkivne skladnosti (angl. major histocompatibility complex) 
Mincle = od Ca
2+
 odvisni lektinski receptor, ki inducira makrofage (angl. macrophage 
inducible Ca2
+
-dependent lectin receptor)  
MS = masna spektrometrija 
MTS = test metabolne aktivnosti 
NAIP = apoptozo zaviralni protein iz družine NLR (angl. NLR family apoptosis inhibitory 
protein) 
NBD = nukleotid-vezoča domena 
NEMO = esencialni modulator NF- κB  
NF-κB = jedrni faktor κB 
NK = naravna celica ubijalka 
NLR = NOD-u podobni receptorji 
NLRC = proteini iz družine NLR, ki vsebujejo domeno CARD 
NLRP = NOD, LRR in PYD vsebujoč protein 
NMR = jedrska magnetna resonanca 
NOD = nukleotid-vezoča oligomerizacijska domena 
PAMP = s patogeni povezani molekulski vzorci (angl. pathogen-associated molecular 
patterns) 
ppm = delcev na milijon 
PRR = receptorji za prepoznavo vzorcev (angl. pattern recognition receptors) 
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PYD = pirin-vsebujoča domena 
Rf = retencijski faktor 
RIG-I = z retinojsko kislino inducibilen gen 1  
RIP2 = z receptorjem interagirajoča serin/treonin-protein kinaza 2 (angl. receptor-
interactingserine/threonine-protein kinase 2) 
RLR = receptorji podobni RIG-I 
s = singlet 
SEAP = izločena zarodna alkalna fosfataza (angl. secreted embryonic alkaline 
phosphatase) 
t = triplet 
TAK1 = s transformirajočim rastnim dejavnikom β-aktivirana kinaza 1 (angl. 
transforming growth factor beta-activated kinase 1)  
TBK1 = TANK vezoča kinaza 1 
TFA = trifluoroocetna kislina  
THF = tetrahidrofuran 
TIR = receptor Toll/interlevkin-1 
TLC = tankoplastna kromatografija  
TLR = Toll-u podobni receptorji 
TME = tumorsko mikrookolje 
TNF-α = tumorje nekrotizirajoči faktor alfa 
tR = retencijski čas 
TRAF3 = s TNF receptorjem povezan faktor 3 (angl. tumor necrosis factor receptor-
associated factor 3) 
λ = valovna dolžina 
δ = kemijski premik 
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1. UVOD 
1.1 Imunski sistem 
Človeški organizem je neprestano v stiku z različnimi tujki, ki mu lahko škodujejo. Iz tega 
razloga se je tekom evolucije z namenom sposobnosti obrambe razvil imunski sistem, ki 
tujke (bakterije, viruse, parazite, glive in nekatere poškodovane ali mutirane lastne celice) 
zazna in jih poskuša uničiti, da ohrani stabilno notranje okolje 
(1)
. 
Za odpornost proti mikrobom so se skozi čas razvili tudi različni fizikalni in kemijski 
mehanizmi, ki preprečujejo, da bi mikrobi vdrli v notranjost tkiv. Mikrobi najprej naletijo 
na epitelijske pregrade, torej kožo oziroma mukozne membrane respiratornega, 
gastrointestinalnega in genitourinarnega trakta, ki preprečujejo vdor mikroorganizmov v 
telo na kemijski in mehanski način. Večinoma se mehanizmi imunskega sistema aktivirajo 
takoj, ko pride do stika s patogenom 
(1,2)
. 
Imunski sistem v grobem sestavljata prirojena in pridobljena imunost, ki se med seboj 




Slika 1: Prirojena in pridobljena imunost, povzeto po 
(4)
. 
1.1.1 Prirojena imunost  
Prirojena imunost je prva linija obrambe proti patogenim organizmom in omogoča 
interakcijo med gostiteljem ter mikrobioto. Prirojeni imunski sistem na celičnem nivoju 
sestavljajo naravne celice ubijalke (celice NK), dendritične celice (DC) in fagocitne celice, 
ki zastajajo v tkivih ali pa so rekrutirane iz krvi. Med slednje spadajo nevtrofilci, monociti, 
makrofagi in nezrele dendritične celice, ki tuje celice fagocitirajo in jih znotraj celice 
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razgradijo ter s tem uničijo. Na molekulskem nivoju prirojene imunske celice zaznajo 
mikroorganizme preko receptorjev za prepoznavo vzorcev (angl. PRR, pattern recognition 
receptors), ki prepoznajo tipična molekulska zaporedja gradnikov mikrobov, npr. 
proteinov, lipidov in nukleinskih kislin. PRR sicer prepoznajo tudi gostiteljske molekule, 
ki kažejo na bolezen ali poškodbo celice 
(2,3,5,6)
. 
Prepoznava patogenov preko teh receptorjev normalno vodi v aktivacijo celičnih 
obrambnih mehanizmov in produkcijo vnetnih citokinov. Slednji obveščajo ostale 
gostiteljske celice, da je prisotna infekcija ter inducirajo sistemske odzive na bolezen, kot 
je na primer povišana temperatura. Prepoznava patogenov preko PRR stimulira tudi 
različne mehanizme prirojene imunosti, na primer nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti in 
aktivacijo fagocitnih celic 
(6–8)
. 
Dendritične celice predstavljajo povezavo med prirojenim in pridobljenim imunskim 
sistemom. Nezrele DC delujejo kot fagociti, zrele DC pa so glavne antigen predstavitvene 
celice (APC), ki omogočijo in okrepijo aktivacijo pridobljenega imunskega odgovora. To 
funkcijo dosežejo tako, da nadzirajo proteolitski aparat tako v endosomsko-lizosomskem 
sistemu (katepsin in druge lizosomske hidrolaze) kot v citosolnem sistemu (proteasom) in 
endoplazemskem retikulumu. Proteine iz patogenov razgradijo na manjše peptide in jih na 
svoji površini preko poglavitnegih kompleksov tkivne skladnosti tipov I ali II (MHC I ali 
II) predstavijo limfocitom T 
(6,9)
. 
1.1.2 Pridobljena imunost  
Obrambni mehanizmi pridobljene imunosti temeljijo na prepoznavanju nelastnih 
molekulskih struktur – antigenov. Pridobljena imunost je zelo kompleksna in se aktivira 
počasneje (3 dni do nekaj tednov), in sicer preko prepoznave antigenov in s signali, 
posredovanimi s prirojenim imunskim sistemom. Glavni posredniki pridobljene imunosti 
so limfociti B in limfociti T, ki imajo receptorje, ki prepoznajo tuje molekulske strukture, 
pri čemer limfociti T nimajo intrinzične sposobnosti za začetno prepoznavanje patogena. 
Pridobljena imunost je torej odvisna od prirojenega imunskega sistema, ki omogoči 
začetno prepoznavanje antigena 
(7,10)
. 
Signali, posredovani s prirojenim imunskim sistemom, vodijo v selektivno aktivacijo in 
proliferacijo limfocitov B in T, ki so specifični za trenutno infekcijo. Glavni efektorski 
mehanizmi pridobljene imunosti vključujejo produkcijo protiteles, ki se dogaja v B celicah, 
kar v grobem imenujemo humoralna imunost. Protitelesa lahko delujejo kot blokirajoča 
protitelesa in/ali kot opsonini za sledečo aktivacijo komplementa. Drugi mehanizem pa je 
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uničenje okuženih gostiteljskih celic s citotoksičnimi limfociti T, in sicer ob pomoči T 
celic pomagalk 
(11)
. Omenjene T celice pomagalke uravnavajo delovanje imunskih celic z 
izločanjem citokinov. Ločimo jih na celice Th1, ki aktivirajo makrofage in sprožijo 
proliferacijo in diferenciacijo citotoksičnih limfocitov T; Th2, ki inducirajo humoralno 
imunost – torej spodbudijo B celice, da proizvajajo protitelesa; Th17, ki z izločanjem 
vnetnih citokinov spodbujajo prihod makrofagov, nevtrofilcev in limfocitov na vnetno 
mesto; in regulatorne T celice, ki so pomembne za regulacijo imunskega odziva, in sicer 
preprečujejo premočan imunski odziv in pojav avtoimunskih bolezni, saj ohranjajo 
toleranco do lastnih antigenov 
(12)
. Najpomembnejše pa je, da aktivacija pridobljene 
imunosti vodi v produkcijo spominskih celic, ki zagotavljajo specifično zaščito pred 
ponovno kasnejšo okužbo s patogenom z enakimi antigeni. Imunski odziv je torej natančno 
reguliran, če pa pride do premočnega odziva, govorimo o kroničnem vnetju 
(7,10)
. 
1.2 Receptorji za prepoznavo vzorcev - PRR  
PRR so receptorji prirojene imunosti, ki prepoznajo s patogeni povezane molekulske 
vzorce (PAMP) in s poškodbami povezane molekulske vzorce (DAMP). Delijo se na več 
različnih družin, mednje spadajo Toll-u podobni receptorji (TLR), lektinski receptorji tipa 
C (CLR), RIG-u (z retinojsko kislino inducibilen gen I) podobni receptorji (RLR), AIM2 
(angl. absent in melanoma 2) podobni receptorji (ALR) in NOD-u (nukleotid-vezoča 
oligomerizacijska domena) podobni receptorji (NLR) (tabela I). Aktivacija nekaterih PRR 
(NLR, RLR in določenih TLR) vodi v produkcijo mediatorjev vnetja, ki v prvi vrsti 
pomagajo odstraniti patogene ali obnoviti homeostazo, medtem ko kronična aktivacija teh 










Toll-u podobni receptorji pri človeku vključujejo deset transmembranskih proteinov, ki so 
specializirani za prepoznavo določenih vrst ligandov in so locirani na površini celice ali v 
endosomskem organelu 
(14,18)
. Med znotrajcelične TLR spadajo TLR3, TLR7, TLR8 in 
TLR9, vsi ostali podtipi pa spadajo med transmembranske TLR. Slednji, ki se nahajajo na 
površini celice, večinoma prepoznavajo DAMP in PAMP, npr. TLR4 prepoznavajo 
lipopolisaharide. Endosomski TLR pa primarno zaznavajo nukleinske kisline mikrobov, 
tako TLR3 zazna dvovijačno RNK, TLR7 in TLR8 enovijačno RNK, TLR9 pa dvovijačno 
DNK. TLR prepoznajo tudi endogene ligande DAMP, kot so proteini toplotnega šoka, 
sečna kislina, heparin ter metaboliti DNK in purinov. Vezava ligandov na TLR sproži 
signale preko več signalnih poti, kar večinoma vodi v aktivacijo prirojenega imunskega 
sistema (19–22). 
V sklopu imunskega odgovora TLR lahko sodelujejo tudi z drugimi receptorji družine 
PRR, npr. NLR, zaradi česar pride do specializiranega, tarčnega in natančno uravnanega 




Lektinski receptorji tipa C so velika družina topnih ali membranskih receptorjev, ki 
prepoznavajo kompleksne sladkorje – ti predstavljajo velik del bakterijske celične stene, 
nahajajo pa se tudi na površinah gliv in virusov. V to družino spadajo DEC205 (CD205), 
od Ca
2+
 odvisni lektinski receptor, ki inducira makrofage (Mincle), C-type lectin domain 
family 9 (CLEC9A) in za dendritične celice specifični, medcelično adhezijsko molekulo-3 
vezoči neintegrin (DC-SIGN). Poleg kompleksnih sladkorjev pa lahko CLR v tumorskih 




RIG-u podobni receptorji so citoplazemski PRR, ki prepoznajo virusno RNK in nato 
proizvajajo interferone tipa I, kot sta IFNα and IFNβ. Družina RLR je sestavljena iz treh 
receptorjev – z retinojsko kislino inducibilen gen I (RIG-I), melanoma differentiation – 
associated gene 5 (MDA5) in laboratory of genetic and physiology 2 (LGP2). Ko pride do 
virusne okužbe, se aktivira RIG-I, ki zazna dvovijačno RNK ali 5' trifosfat (5'ppp) RNK; 
medtem ko se MDA5 aktivira samo z dvovijačno RNK. LGP2 je slabše poznan, 
najverjetneje pa regulira signaliziranje RIG-I in MDA5. Po aktivaciji RIG1 ali MDA5 






ALR so citoplazemski senzorji, ki jih večinoma aktivira virusna DNK. Dokazali so, da so 
vpleteni v tudi prirojen imunski odziv, ki ga izzove sproščanje DNK iz lastnih umirajočih 
celic. Do sedaj sta bila opisana dva ALR-ja: IFI16 in AIM2. Oba proteina se neposredno 
povežeta z DNK in povzročita produkcijo IFNβ. Druga signalna pot AIM2 pa vodi v 




NOD-u podobni receptorji so skupina citoplazemskih receptorjev prirojene imunosti, ki 
zaznavajo tako DAMP kot PAMP. Po vezavi liganda sprožijo vnetne procese in neposredni 
protimikrobni odziv. Pri ljudeh je skupina NLR proteinov sestavljena iz 22 predstavnikov. 
Vsi imajo tipično zgradbo, ki vključuje: 
 centralno locirano nukleotid vezočo domeno NACHT, ki posreduje samo-
oligomerizacijo in je ključna za od ATP odvisno aktivacijo NLR,  
 N-terminalno domeno, ki interagira z adapterskimi molekulami in ureja nadaljnje 
signaliziranje, 
 C-terminalno regijo, sestavljeno iz variabilnega števila z levcinom bogatih 
zaporedij LRR, ki so vključena v prepoznavo molekulskih zaporedij 
(11,31–33)
. 
NLR delimo na poddružine glede na lastnosti njihove N-terminalne regije. Te regije lahko 
vključujejo: (i) kislinsko transaktivacijsko domeno – podskupina NLRA; (ii) 
bakulovirusno domeno za inhibicijo apoptoze – podskupina NLRB; (iii) domeno CARD – 
podskupina NLRC; (iv) pirinsko domeno – podskupina NLRP 
(25,31,34)
. 
V podskupino NLRA spada le en predstavnik: transaktivator poglavitnega kompleksa 
tkivne skladnosti razreda II (CIITA), ki deluje kot pozitiven regulator transkripcije gena za 
MHC II. V tem primeru aktivacija transkripcije ne deluje preko vezave na DNK, ampak 
preko intrinzične acetiltransferazne aktivnosti 
(31,32,34)
. 
Podobno tudi v NLRB spada le en predstavnik NLR, in sicer apoptozo zavirajoč protein iz 
družine NLR (NAIP); to je antiapoptotični protein, ki je mediator preživetja nevronov pri 
številnih patoloških stanjih in preprečuje apoptozo, inducirano preko različnih signalov 
(31,34).
 
Med NLRC glede na njihovo homologijo in filogenetiko sodi 6 proteinov – NOD1 
(NLRC1), NOD2 (NLRC2), NLRC3, NLRC4, NLRC5 in NLRX1. Glavna predstavnika 
sta NOD1 in NOD2, ki prepoznata različne podstrukture bakterijske celične stene t.i. 
muropeptide. Ti vstopijo v celico preko neposredne bakterijske invazije ali preko 
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mehanizmov celičnega privzema. NOD1 vsebuje eno in NOD2 dve N-terminalni 
oligomerizacijski CARD domeni (Slika 2), ki zaznata različne motive peptidoglikana. 
NOD1 kot najmanjši strukturni fragment zazna diaminopimelat - DAP, ki ga večinoma 
najdemo v Gram-negativnih bakterijah, medtem ko NOD2 zazna muramil dipeptid - MDP, 




Slika 2: Zgradba NOD1 in NOD2, struktura iE-DAP in MDP in shema delovanja NOD1 
ter NOD2. Povzeto po (37). 
NLRP pa sestavlja 14 predstavnikov, ki vključujejo N-terminalno efektorsko domeno s 
funkcijo apoptoznega in vnetnega signaliziranja. 
Najpomembnejši predstavnik je NLRP3 (NOD-, LRR- in pirin vsebujoča domena 3), čigar 
agonist je aluminijev sulfat hidrat, ki je najpogosteje uporabljen adjuvans za cepiva. Kot 
možen mehanizem delovanja aluminijevih soli se predpostavlja aktivacija NLRP3, še bolj 
verjetno pa mehanizem temelji na sposobnosti tvorjenja delcev, na katere se antigeni 
adsorbirajo in jih zato DC lažje fagocitirajo. Aluminijev sulfat hidrat je slab spodbujevalec 
imunosti tipa Th1. Tudi stimulacija ostalih NLR povzroči pretežno k tipu Th2 usmerjeno 
aktivacijo pridobljenega imunskega sistema. To je vodilo k drugi generaciji adjuvansov, ki 
kombinirajo aluminijev sulfat hidrat z drugimi spojinami, večinoma TLR agonisti, za 
ojačanje obeh tipov imunosti 
(7,31,34,38,39)
. Dokazali so, da MDP skupaj z lipopolisaharidom 
(LPS) lahko poleg vezave na receptor NOD2 stimulira tudi izražanje NLRP3, kar pomeni, 
da MDP deluje kot spodbujevalec tipa imunosti Th1 kot Th2 (40). 
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1.3 NOD2 
Izražanje receptorja NOD2 je v primerjavi z NOD1 bolj omejeno, in sicer največ tega 
proteina opazimo v hematopoetskih celicah – tako limfoidnih kot mieloidnih. Dodatno je 
izražen v intestinalnih celicah in Panethovih celicah gastrointestinalnega trakta ter 
keratinocitih in se ga lahko modulira z različnimi dražljaji 
(41,42)
. 
1.3.1 Signalizacija  
Stimulacija NOD2 aktivira signalne poti, katerih glavni tarči sta jedrni faktor κB (NF- κB) 
in z mitogeni aktivirane proteinske kinaze (MAPK), poleg tega pa NOD2 lahko signalizira 
tudi po stranskih poteh preko interferon-regulatornega faktorja (IRF). Popolna aktivacija 
signalnih poti je sicer strogo regulirana preko post-translacijskih modifikacij, kot sta 
fosforilacija in ubikvitinacija, in številnih regulatornih proteinov 
(43–46)
.  
Signalna pot preko NF- κB: Prepoznava agonistov NOD2 sproži samo-oligomerizacijo in 
izpostavitev domene CARD, ki aktivira adapterski protein – z receptorjem interagirajočo 
serin/treonin-protein kinazo 2 (RIP2). C-terminalni del RIP2 vsebuje domeno CARD, ki je 
podobna domeni CARD pri receptorju NOD2. Prenos signala od receptorja do RIP2 je 
možen preko interakcij CARD-CARD (slika 3). Aktivirana kinaza RIP2 lahko vodi 
neposredno v ubikvitinacijo NF- κB esencialnega modulatorja (NEMO) in s tem aktivacijo 
IκB kinaznega (IKK) kompleksa. Aktiviran kompleks IKK fosforilira inhibitor NF-κB 
(IκBα); fosforiliran IκBα se nato razgradi in sprosti prost NF-κB, čemur sledi njegova 
translokacija v jedro. V jedru NF-κB inducira ekspresijo več kot 200 genov, vključno s 




Signalna pot preko MAPK: RIP2 aktivira tudi s transformirajočim rastnim dejavnikom 
β-aktivirano kinazo 1 (TAK1), ki lahko vpliva na IKK kompleks in aktivira eno od treh 
glavnih družin MAPK: p38, JNK ali ERK. Na koncu te signalne poti poteče sprostitev 
transkripcijskega faktorja AP1, odgovornega za nadzor nad celično proliferacijo, celično 
diferenciacijo in apoptozo.  
Stranska signalna pot: NOD2 aktivira tudi druge signalne poti, katerih mehanizmi še niso 
popolnoma pojasnjeni. Ob vezavi bakterijskega liganda na NOD2 ta inducira samo-
oligomerizacijo in rekrutiranje RIP2, nato pa poteče kaskada reakcij, ki vodijo v indukcijo 
ekspresije genov za interferone tipa I. Slednji med drugim aktivirajo dendritične celice in 
NK celice, ki so odgovorne za upravljanje efektorskih funkcij limfocitov B in T, torej 
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povezujejo prirojen in pridobljen imunski odziv. Interferon tipa I povzroči izločanje 




Slika 3: Signalne poti NOD2. Povzeto po 
(49)
. 
1.3.2 Strukturna raznolikost sinteznih agonistov NOD2  
Metaboliti peptidoglikana (mednje spada tudi MDP) imajo veliko slabosti, ki omejujejo 
njihovo neposredno klinično uporabo. MDP je npr. zelo hidrofilen, zaradi česar se hitro 
izloči iz telesa 
(50)
. Dokazali so tudi njegovo pirogenost in somnogenost. Zato je potrebna 
kemijska optimizacija, osredotočena ne samo na izboljšanje moči vezave ampak tudi na 
izboljšanje biološke uporabnosti (daljši razpolovni čas in boljši privzem v celice) in 
zmanjšanje neželenih učinkov in vivo 
(37,51)
. 
Veliko študij se je osredotočilo na zamenjavo aminokislin ali sladkornega fragmenta MDP. 
Ugotovili so tudi, da sama N-acetilmuraminska kislina ali dipeptid L-Ala-D-iGln ne 





Slika 4: Strukturne modifikacije MDP. 
Prve študije so se osredotočale na zamenjavo dipeptidnega dela MDP, kjer so proučili 
vpliv zamenjave prve aminokisline L-alanina oziroma druge aminokisline D-izoglutamina, 
saj je veljalo prepričanje, da so spojine brez sladkorne komponente, torej N-
acetilmuraminske kisline, neaktivne. Ugotovili so, da namesto L-Ala lahko brez izgube 
aktivnosti vgradimo tudi aminokislini L-Val ali L-Ser, pri čemer je za delovanje nujna 
levostranska sučnost, saj desnosučni izomeri niso pokazali sposobnosti aktivacije NOD2 
(52)
.  
Končni D-izoglutamin so zamenjali z D-glutaminom, ki je imel karboksilno kislino 
zaestreno v obliki metilnega estra, ta pa se je izkazal kot močan aktivator receptorja 
NOD2. Metilni derivat je pokazal celo nižji aktivacijski prag od MDP, zato so testirali tudi 
zamenjavo D-izoglutamina z glutaminsko kislino (D-Glu), kjer je bila prav tako zaestrena 
karboksilna skupina v obliki metilnega estra. Preizkusili so tudi derivat glutaminske kisline 
s prostima karboksilnima skupinama in ugotovili so, da obe spojini izkazujeta primerljivo, 
oziroma celo malo izboljšano sposobnost aktivacije NOD2 v primerjavi z MDP. 
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Aktivacijo NOD2 in s tem ojačano adjuvantno delovanje je pokazala tudi vezava dodatne 
aminokisline, in sicer L-lizina na končni D-izoglutamin, medtem ko je vezava D-alanina 
vodila v neaktivno spojino 
(52)
. 
Nadaljnje zamenjave so vključevale tudi vpeljavo različnih lipofilnih fragmentov na 
hidroksilno skupino na sladkornem delu molekule, saj so ugotovili, da imajo lipofilni 
derivati močnejšo adjuvantno aktivnost od MDP. Na hidroksilno skupino so uvedli 
oktadekanoilni (stearoilni) fragment (C18), nadaljevali pa so še z daljšimi verigami oziroma 
njihovimi razvejanimi oblikami. 1- ali 4-acilirani derivati niso pokazali izboljšanja 
adjuvantne aktivnosti, medtem ko so različni 6-O-acilirani MDP derivati povečali 
ekspresijo markerjev na celični površini zrelih dendritičnih celic, kot so na primer CD80, 
CD83 in CD86, ter povečali izločanje TNFα. Ojačali so tudi humoralni imunski odziv, 
nekateri pa so izkazali tudi odsotnost pirogenosti, povezanih z osnovno molekulo MDP, 
kar bi morda lahko razložili s tem, da težje prehajajo oziroma ne prehajajo krvno-
možganske pregrade. Aciliranim derivatom MDP se je zaradi povečanja lipofilnosti 




Kljub temu da je odstranitev N-acetilmuraminske kisline privedla do pretežno neaktivnih 
spojin, so ugotovili, da se jo lahko zamenja z nesladkornim mimetikom – tem analogom 
MDP pravimo tudi dezmuramilpeptidi. Ugotovili so, da lahko z zamenjavo N-
acetilmuraminske kisline z nekaterimi aromatskimi obroči oziroma obročnimi sistemi 
dobimo močne agoniste NOD2 
(37)
.  
V procesu raziskovanja agonistov NOD2 so se Zhao in sodelavci osredotočili na 
zamenjavo sladkorne komponente muramil dipeptida. Namesto N-Ac-Mur so preizkušali 
nesladkorni anilinski fragment, neposredno vezan na L-Ala. Na anilinu so določili 3 
različna mesta za substitucije (prikazano na Sliki 4) in z različnimi kombinacijami 
substituentov poskušali najti spojino, ki bi najbolj aktivirala receptor NOD2. Kot najboljši 
fragment za R1 se je izkazal klorov atom, dobro alternativo pa je predstavljal tudi OCH3. 
Kot substituent na mestu R2  se je pri večini spojin najboljše izkazal vodik, dopuščena je 
tudi zamenjava z OCH3. Pri zamenjavah na aminski skupini pa se je izkazalo, da je 




Namesto N-acetilmuraminske kisline so uvedli tudi indolni fragment, pri čemer so indolni 
fragment in peptidni del povezali z glicinom kot distančnikom. V tej študiji je najboljše 
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rezultate pokazal derivat s 5-fenilindolnim fragmentom (spojina II na Sliki 5), zato so se 
usmerili v preučevanje vpliva regioizomerov teh derivatov. Ugotovili so, da 6-fenilindolni 
fragment (spojina III na Sliki 5) najbolj aktivira receptor NOD2 (11,2x bolj od 5-
substituiranega fragmenta), kar pomeni, da je usmeritev fenilnega substituenta zelo 
pomembna za vezavo. Za MDP znaša vrednost EC50 0,046 µM, za spojino s 6-indolnim 
fragmentom pa 2,88 µM, kar lahko delno razložimo tudi z razliko v prehajanju spojin v 
celice. MDP namreč lahko prehaja v celice z aktivnim transportom s pomočjo prenašalcev 
iz skupine SLC15, dezmuramilpeptidi pa samo s pasivnim transportom 
(55)
. 
V študiji Gobec in sodelavci so ugotovili, da je zamenjava centralne aminokisline iz L-Ala 
v L-Val izboljšala agonistično delovanje na NOD2 receptor, saj se je EC50 znižal za 60 
krat. Naredili so tudi primerjavo s spojino z aminokislino L-Phe, ki pa je imela EC50 2,5 
krat višji od spojine z L-Val. Prav tako so proučili različne zamenjave za N-Ac-Mur, kjer 
so ugotovili, da so najmočnejšo aktivacijo NOD2 povzročile spojine s trans-feruličnim 
fragmentom. V primerjavi z MDP je spojina IV (na sliki 5) izkazala boljše rezultate, saj je 
njen EC50 dvakrat nižji. Ob odstranitvi etilnih estrov na spojini IV se je pokazalo, da estra 
ugodno vplivata na delovanje spojine, saj se je aktivnost spojine s prostima karboksilnima 






Slika 5: Strukture spojin. 
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1.3.3 Uporaba NOD2 agonistov 
Agonisti NOD2 receptorjev bi v prvi vrsti lahko bili uporabni kot adjuvansi v različnih 
cepivih, v drugi vrsti pa kot splošni imunostimulatorji, imunoterapevtiki za zdravljenje 
raka in pri zdravljenju nekaterih vnetnih boleznih. MDP in njegovi derivati imajo namreč 
več načinov delovanja. Ob že opisanih učinkih in signalnih poteh, ki jih sprožijo, privedejo 
do povečane ekspresije membranskih molekul, ki so vključene v celično adhezijo in 
predstavitev antigenov. S tem stimulirajo fagocitno in protimikrobno aktivnost kot tudi s 
protitelesi povezano citotoksičnost. MDP pa spodbuja tudi odzive drugih 
imunomodulatornih molekul, kot na primer IFN-γ, pri čemer pride do sinergistične 
stimulacije diferenciacije in proliferacije limfocitov 
(56,57)
. 
Čeprav so bili receptorji NOD najprej poznani kot receptorji za prepoznavo patogenov v 
sklopu prirojenega imunskega sistema, so nedavna odkritja potrdila tudi njihovo 
večplastno vlogo pri nastanku raka. Po eni strani lahko aktivacija NOD prepreči 
karcinogenezo z nadzorovanjem epitelijske celične regeneracije, po drugi strani pa lahko 
promovira nastanek karcinogeneze s signaliziranjem, ki vodi v nastanek vnetnih citokinov, 
ki prispevajo h kroničnemu vnetju 
(58,59)
.  
 Agonisti NOD2 kot adjuvansi 
Adjuvansi so ključne komponente cepiv, saj so nekateri antigeni v cepivih slabo 
imunogeni, z adjuvansi pa lahko močno spodbudimo imunski odziv nanje. Najbolj 
uporabljeni adjuvansi so za zdaj aluminijeve soli, ki aktivirajo receptor NLRP3 in olajšajo 
tudi fagocitozo antigenov adsorbiranih na delce ter emulzije v/o s skvalenom. NOD2 
agonisti so potencialno uporabni kot adjuvansi pri tumorskih cepivih, ker spodbujajo tako 
prirojeni kot pridobljeni imunski odziv proti sočasno apliciranemu antigenu 
(60)
. Z uporabo 
6-O-stearoil-MDP (prikazan na Sliki 6), formuliranim v liposome, kot adjuvansa v cepivu 
proti Plasmodium falciparum (odgovoren za malarijo pri ljudeh) ter romurtida kot 
adjuvansa v cepivu proti Salmonelli enteritidis so dosegli boljši odziv na cepivo v 
primerjavi s samim antigenom. Derivat MDP mifamurtid so uporabili tudi v prvi fazi 
klinične študije, kjer so preverjali njegovo uporabo kot adjuvans za cepivo proti virusu 
gripe in HIV-1, a se je izkazalo, da ima mifamurtid preveč neželenih učinkov in skoraj nič 
ne izboljša imunogenosti cepiva 
(37)
. Po drugi strani pa je hidrofilni derivat MDP 
murabutid (prikazan na Sliki 6) povečal protirakavo delovanje monocitov in makrofagov in 




Pri testiranju na miših se je pokazalo, da stimulacija receptorjev NOD2 vodi predvsem v 
imunski odziv tipa Th2. Za izboljšanje le-tega ter za razširitev spektra delovanja so poleg 
agonistov NOD2 uporabili še nekatere agoniste TLR, ki vodijo v imunski odziv tipa Th1 in 
Th17 
(49)
. Primer take spojine v razvoju je adjuvans MIS416, ki hkrati deluje na NOD2 in 





Slika 6: Strukture učinkovin. 
 Agonisti NOD2 kot imunoterapevtiki za zdravljenje raka 
Za dosego učinkovite imunoterapije raka moramo torej premagati imunosupresijo v 
tumorskem mikrookolju (TME) in omogočiti imunskim celicam, da odstranijo rakave 
celice brez povzročitve nevzdržnih neželenih učinkov 
(60)
. NOD2 agonisti bi lahko delovali 
kot imunoterapevtiki, ker povečajo citotoksični potencial imunskih celic, ki zastajajo v 
TME. Agonisti NOD2 sicer večinoma aktivirajo monocite in makrofage, prav tako pa so 
odkrili, da stimulirajo tudi NK in DC 
(61)
. Obstajata dva možna mehanizma, po katerih bi 
agonisti lahko aktivirali protitumorsko aktivnost; (i) preko spodbujanja tumoricidnih 
makrofagov, da ti napadejo rakave celice ali (ii) preko stimulacije makrofagov, da le-ti 
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vplivajo na rakave celice indirektno s povzročenim povečanim sproščanjem vnetnih 
citokinov 
(63)
. Primer take učinkovine je mifamurtid (lipofilni derivat MDP) na sliki 6, ki 
sta ga EMA in FDA odobrila za zdravljenje pacientov z osteosarkomom z visoko stopnjo 
malignosti in jim je bil že predhodno kirurško odstranjen primarni tumor. Mifamurtid 
najverjetneje povzroči aktivacijo makrofagov in monocitov, in sicer preko signalnih poti 
podobno kot MDP, torej se veže na NOD2 in s tem aktivira NF-κB in MAPK, kar nato 
vpliva na izločanje citokinov in vnetnih molekul, ki uničujejo tumorske celice 
(64)
. 
Narejene so bile tudi študije, kjer so testirali kombinacijo agonistov NOD2 z drugimi 
protirakavimi učinkovinami. Mifamurtid v kombinaciji z IFN- se je izkazal kot dobra 
terapija akutne mieloblastne levkemije, saj je izzval močan vnetni odziv in spodbudil NK 
celice k zrelosti. Študija, kjer so testirali MDP v kombinaciji s cisplatinom (citostatik), pa 
je pokazala, da MDP poveča učinek kemoterapije, saj je prišlo do občutnega zmanjšanja 
tumorja na mišjih modelih. 
 Agonisti NOD2 kot nespecifični imunostimulatorji 
Agonisti NOD2 so poleg uporabe kot adjuvansi potencialno uporabni tudi pri terapiji 
okužb kot nespecifični imunostimulatorji. Murabutid je izkazal imunomodulatorno 
aktivnost pri pacientih, okuženih z virusom HIV-1. Terapija z murabutidom pri HIV 
pozitivnih pacientih na zdravljenju z visoko aktivno antiretrovirusno terapijo je namreč 
pokazala povečanje števila CD4+ limfocitov T 
(65)
. Nekaj študij kaže tudi, da agonisti 
NOD2 povečajo zaščito pacienta pred nastankom sepse, številnimi bakterijskimi in 
virusnimi okužbami ter celo nekaterimi paraziti. Tovrstno delovanje agonistov NOD2 je 
posledica splošne ojačitve imunskega sistema – tako povečanega izločanja zaščitnih 
molekul, kot so dušikov oksid, vnetni citokini kot tudi izboljšane kapacitete fagocitnih 
celic. Zanimiva je tudi kombinacija agonistov NOD2 z antibiotiki, ki se odraža v močnejši 
obrambi pred bakterijami v primerjavi s samim antibiotikom. V nekaterih primerih bi 
lahko dajali nižje odmerke antibiotika, če bi poleg uporabili še agoniste NOD2, kar bi 
pomenilo manj neželenih učinkov antibiotika in manjšo rezistenco bakterij. Slabost te 
metode pa je, da bi za dosego pravilnega delovanja morali dajati agoniste NOD2 
profilaktično. 
GMDP (slika 6) je primer hidrofilnega derivata MDP, ki ima imunomodulatorno delovanje 
in je v Rusiji že na tržišču kot kombinirana terapija z antibiotiki proti različnim infekcijam. 
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Poleg tega pa preučujejo tudi njegovo delovanje za zdravljenje adenokarcinoma, 
melanoma in sarkoma 
(37)
. 
Tretji primer je romurtid (Slika 6), lipofilni derivat MDP, ki je registriran na Japonskem. 
Uporablja se za zdravljenje levkopenije po kemoterapiji, saj hitro poviša nivoja belih 
krvnih celic in trombocitov 
(66)
. 
 Agonisti NOD2 v terapiji vnetnih bolezni 
Pri 30-40% pacientov s Crohnovo boleznijo so dokazali mutacijo gena za NOD2, kar 
pomeni, da ima NOD2 pomembno vlogo pri vzdrževanju epitelijske pregrade z izločanjem 
mukusa. Znano je, da stimulacija NOD2 vodi v aktivacijo NF-κB, a hkrati zavira 
signalizacijo TLR2 in s tem omejuje s TLR2 posredovano aktivacijo NF-κB. Pri Crohnovi 
bolezni, kjer so prisotne mutacije NOD2, pride torej do zmanjšane produkcije mukusa in s 
tem slabše zaščite epitelijske pregrade. NOD2 tako ne more zavirati s TLR2 sklopljene 
signalne poti, kar vodi v višjo produkcijo NF-κB in s tem do povečanega izražanja IL-12, 




Pred kratkim so dokazali, da derivati MDP povečajo stabilnost mutiranega NOD2 pri 
pacientih s Crohnovo boleznijo, kar vodi v zmanjšanje vnetja 
(28)
. Na mišjih modelih s 
simulirano multiplo sklerozo (eksperimentalno alergijsko encefalopatijo) so testirali že prej 
omenjeno spojino MIS416, ki je dvojni agonist NOD2 in TLR9. Spojina deluje zaviralno 
na imunske odzive posredovane s Th2 in Th17, kot tudi na sproščanje IFN-, ki ima 
paradoksno vlogo v regulaciji imunskega sistema kljub svojim klasičnim vnetnim 
mehanizmom. Dokazali so, da spojina zavira napredovanje bolezni, če jo apliciramo redno 
enkrat na teden v nizkih odmerkih. MIS416 lahko tudi signalizira preko drugačnih 
signalnih poti kot posamična agonista NOD2 in TLR9, zato aktivira več različnih celic 
prirojenega in pridobljenega imunskega sistema. Njegovo daljše zadrževanje in s tem tudi 
daljše delovanje pa je posledica formiranja depoja v jetrih in počasnega sproščanja v 





2. NAMEN DELA 
V sklopu magistrske naloge bomo načrtovali, sintetizirali in biološko ovrednotili nove 
spojine s potencialnim agonističnim delovanjem na receptor NOD2. Izhajali bomo iz 
spojine SG-8, dezmuramilpeptida (Gly-L-Val-D-Glu), ki dokazano deluje na receptorje 
NOD2. Pripravili bomo acilirane analoge tripeptida Gly-L-Ser-D-Glu (slika 7) in preverili, 
kako zamenjave nekaterih fragmentov vplivajo na vezavo in sposobnost aktivacije 
receptorja NOD2. Strukturo bomo spreminjali v manjših korakih, da še vedno zagotovimo 
delovanje na želeni receptor. 
  
 
Slika 7: Spojina SG-8, na kateri bomo delali modifikacije 
1. Centralni L-valin bomo zamenjali z L-serinom, da bomo preverili, kako vpliva dodatna 
OH skupina na sposobnost aktivacije NOD2. Hidroksilna skupina ima lahko pozitiven 
vpliv zaradi tvorbe dodatnih vezi z receptorjem, lahko pa preveč zniža logP, kar 
negativno vpliva na pasivno difuzijo. Ob uvedbi serina bomo dobili tudi dodatno mesto 
za nadaljnjo funkcionalizacijo. 
2. Stearinsko kislino bomo pripeli na trans-ferulično kislino in/ali na serinsko OH 
skupino, z namenom povečanja lipofilnosti, torej da povečamo logP in s tem olajšamo 
prehod spojine v celico, saj je NOD2 znotrajcelični receptor. 
3. Na serinsko OH skupino bomo uvedli benzilno skupino, saj ima takšna substitucija 
lahko ugoden vpliv na lipofilnost molekule, ali pa jo bomo pustili v prosti obliki. 
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4. Pripravili bomo tudi fleksibilnejše derivate osnovne spojine, pri katerih bomo dvojno 
vez trans-ferulične kisline pretvorili v enojno. 
5. Sintetiziranim spojinam bomo preverili identiteto s spektroskopskimi metodami ter jih 
ovrednotili z in vitro testi na imunskih celicah. S celičnimi testi bomo preverili NOD2 
aktivacijsko sposobnost naših spojin. Poleg tega  bomo preverili vpliv najbolj aktivne 
spojine na citotoksično aktivnost mononuklearnih celic iz periferne krvi napram 
tumorskim celicam in njen vpliv na zorenje nezrelih dendritičnih celic. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Uporabljene kemikalije (reagenti in topila): 
Pri delu smo uporabili reagente in topila različnih proizvajalcev (Merck, Sigma-Aldrich, 
Janssen, Acros Organics, Bachem, Fluka), ki so bili uporabljeni brez dodatnega 
prečiščevanja. 
3.1.2 Laboratorijska oprema: 
 tehtnica METTLER TOLEDO® PB403-S/FACT Precision Balance 
 magnetno mešalo IKA® RCT basic IKAMAG Magnetic stirrer 
 rotavapor BÜCHI® type R-114 
 UV svetilka CAMAG UV-cabinet II (λ = 254 nm/366 nm) 
 Grelnik kugelrohr BÜCHI® Glass Oven B-580 
3.1.3 Kemikalije in kompleti reagentov 
Tabela II: Seznam uporabljenih kemikalij in kompletov reagentov. 
Kemikalije/Kompleti reagentov                                       Proizvajalec 
70% etanol (96% etanol redčen z ultra čisto vodo) ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
96 % etanol ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
Antibiotik, antimikotik (penicilin, streptomicin) Sigma-Aldrich, ZDA 
BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich, ZDA 
CFSE (karboksifluorescein sukcinimidil ester) Invitrogen, ZDA 
DMSO Merck, Chemicals, Nemčija 
FBS (fetalni goveji serum) Gibco, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA 
Celični medij RPMI-1640 Sigma-Aldrich, ZDA 
Celični medij DMEM Sigma-Aldrich, ZDA 
SYTOX™ Blue Dead Cell Stain Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Lymphoprep StemCell Technologies, Kanada 
EasySep Human Monocytes Isolation kit StemCell Technologies, Kanada 
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rhIL-4 BioLegend, ZDA 
rhGM-CSF BioLegend, ZDA 
Lipopolisaharid E. Coli O111:B4 Sigma-Aldrich, ZDA 
anti CD86 - Pacific Blue BioLegend, ZDA 
anti CD14 - Pacific Orange ThermoFisher, ZDA 
anti HLA - DR - PerCP BioLegend, ZDA 
anti CD80 - AlexaFluor 488 BioLegend, ZDA 
Rezikvimod Selleckchem, VB 
HEK293-NOD2 Invivogen, ZDA 
Penicilin Sigma-Aldrich, ZDA 
Streptomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Normocin Invivogen, ZDA 
Blasticidin Invivogen, ZDA 
Zeocin Invivogen, ZDA 
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay 
Promega, ZDA 
QUANTI-Blue™ Invivogen, ZDA 
 
3.1.4 Material in aparature 
Tabela III: Seznam uporabljenih materialov in aparatur. 
Material/Aparatura                                                                Proizvajalec 
6-, 12-, 24- in 96-jamične sterilne mikrotitrske plošče za 
gojenje celičnih kultur 
TPP, Švica 
Avtoklav A-21 Kambič lab. oprema, SLO 
Avtomatska multikanalna pipeta Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Centrifuge 5430 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke (15 mL, 50 mL) TPP, Švica 
Tubice za pretočno citometrijo Invitrogen, ZDA 
Hemocitometer  Brand Neubauer, Nemčija 
Hladilnik/ zamrzovalnik Gorenje, Velenje, SLO 
Inkubator  Heraus Holding GmbH, 
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Nemčija 
Invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40) Olympus optical, Nemčija 
Komora z laminarnim pretokom zraka (LAF komora) Siemens, ZDA 
Mikrocentrifugirke (epice 1.5 mL) Eppendorf, Nemčija 
Pipete 0,1-2,5 µL, 0,5-10 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL Eppendorf, Nemčija 
Posode T-flask za gojenje celičnih kultur TPP, Švica 
Pretočni citometer Attune NxT Invitrogen, ZDA 
Serološke pipete za enkratno uporabo (volumni: 2 - 50 
mL) 
TPP, Švica 
Sterilni nastavki za pipete Sarstedt, Nemčija 
Vibracijski mešalnik (Vortex GENIE 2) Scientific Industries, ZDA 
Vodna kopel Memmert, Nemčija 
Zamrzovanik -80 °C Forma Scientific, Kanada 
Zaščitne rokavice iz lateksa Kimberly-Clark, ZDA 
Mikrotitrski čitalec (BioTek Synergy HT) Biotek, ZDA 
3.1.5 Pufri in raztopine 
Tabela IV: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin ter njihove sestave. 
Pufri in raztopine                                        Sestava 
10 x PBS 
NaCl (1370 mM) 
KCl (26,8 mM) 
Na2HPO4 x 12H2O (101 mM) 
KH2PO4 (16,7 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
1 x PBS (pH 7,4) 
10x PBS redčen 1:10 z ultra čisto vodo, 
uravnavan pH in sterilno filtriran 
10 x Pufer za izolacijo z magnetom 
10x PBS, pH 7.2 
10 % (m/v) goveji serumski albumin (BSA) 
20 mM etilendiamintetraocetna kislina 
(EDTA) 
1 x Pufer za izolacijo z magnetom 
10x Pufer za izolacijo z magnetom redčen 
1:10 z ultra čisto vodo 
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Medij za gojenje imunskih celic 






Medij za gojenje celic HEK293-NOD 
DMEM  
+4,5 g/L glukoza 
+10% (v/v) FBS 
+100 U/mL penicilin 
+100 mg/mL streptomicin 
+100 mg/mL Normocin™ 
+2 mM L-glutamin  
+ 30 μg/mL blasticidin  
+100 μg/mL zeocin 
3.1.6 Prostor in pogoji dela 
S celičnimi kulturami smo delali v za to namenjenem celičnem laboratoriju, kamor se sme 
vstopati le v čisti halji, obutvi in zaščitnih rokavicah. Vse razen štetja celic in 
centrifugiranja smo izvajali v komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komori), kjer so 
prisotni aseptični pogoji. Vgrajene ima namreč HEPA (angl. high efficiency particulate 
absorbing) filtre, skozi katere zrak iz okolice prehaja v komoro, pri tem pa ne prepuščajo 
delcev, ki bi lahko kontaminirali okolje. Zrak priteka s konstantno hitrostjo in potuje v 
smeri od delovne površine proti zaščitnemu steklu in izhodu iz komore. Vse pripomočke in 
materiale, ki smo jih vnašali v komoro, smo razkužili s 70% etanolom. Po končanem delu 
smo razkužili delovno površino in prižgali v komori vgrajeno UV-lučko za sterilizacijo za 
vsaj 20 min. 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode: 
 Tankoplastna kromatografija (TLC): 
Za detekcijo spojin s tankoplastno kromatografijo smo uporabili razrezane plošče 
Kieselgel 60 F254 (0,20 mm nanos silikagela na aluminijastem nosilcu z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem), ki smo jih gledali pod UV svetlobo v zgoraj navedeni UV 
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svetilki (λ = 254 nm in/ali 366 nm), uporabili pa smo različne mobilne faze in ninhidrin kot 
orositveni reagent. 
 Kolonska kromatografija: 
Za čiščenje produktov s kolonsko kromatografijo smo kot stacionarno fazo uporabljali 
silikagel z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm (Merck, Darmstadt, Nemčija) ter različne 
mobilne faze in steklene kolone različnih velikosti. 
 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): 
HPLC analize smo izvajali na instrumentu Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, 
kolono Acquity UPLC CSH C18 1.7 µm (2.1 x 50 mm) in pri pretoku 0,3 mL/min. Kot 
eluent smo izbrali zmes 0,1 % raztopine trifluoroocetne kisline (TFA) v vodi in 0,1 % 
raztopine trifluoroocetne kisline v acetonitrilu, pri čemer smo spreminjali gradient: med 1. 
in 10. minuto iz 5 % raztopine TFA v acetonitrilu na 95 % raztopino TFA v acetonitrilu, 
nato smo od 10. do 12. minute vzdrževali razmerje na 95 % raztopine TFA v acetonitrilu 
ter med 12. in 12,5. minuto znižali koncentracijo TFA iz 95 %  na 5 % raztopino TFA v 
acetonitrilu. 
3.2.2 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1
H NMR spektri so bili posneti pri 400 MHz na spektrometru Bruker Avance DPX400 na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
13
C NMR spektri so bili posneti pri 100 MHz 
na spektrometru Bruker Avance DPX400 na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Vzorce smo raztopili v DMSO-d6, CDCl3 ali MeOD in kot interni standard uporabili 
tetrametilsilan. Spektre smo procesirali s programom MestreNova. 
3.2.3 Nomenklatura, risanje spojin in računanje cLogP vrednosti 
Za poimenovanje, risanje spojin in računanje njihovih cLogP vrednosti smo uporabili 
program ChemDraw Professional 16.0 proizvajalca CambridgeSoft. 
3.2.4 Odmrzovanje celic 
Celične kulture smo imeli shranjene v posameznih kriovialah v tekočem dušiku, ko smo jih 
potrebovali, pa smo jih odmrznili s prenosom na sobno temperaturo. Takoj po odtalitvi 
smo celice prenesli v novo centrifugirko z dodanim svežim medijem, temperiranim na 
sobno temperaturo. Centrifugirali smo pri 1200 rpm 5 min, s čimer smo se znebili DMSO. 
Ta je prisoten v mediju za zamrzovanje kot krioprotektant, za odtaljene celice pa je lahko 
toksičen. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, celično usedlino pa resuspendirali v 
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svežem mediju. Za izvajanje poskusov smo celice lahko uporabili šele po enem do dveh 
tednih od odmrznitve, ko so si opomogle in se začele normalno razmnoževati. 
3.2.5 Gojenje celic 
Poskuse smo izvajali na celičnih linijah K562 in celični liniji HEK293, s prekomerno 
izraženim genom za NOD2. Gojili smo jih v inkubatorju celičnega laboratorija, pri 
temperaturi 37 °C, 5 % CO2 in navlaženi atmosferi. Za gojenje smo uporabljali ležeče 25 
cm
2
 in 75 cm
2
 vsebnike. Celice K562 smo gojili v mediju RPMI-1640 z dodatki. Vsak 
tretji dan smo morali celice redčiti, da smo ohranjali optimalne pogoje za rast. Celice smo 
redčili tako, da smo del suspenzije celic iz vsebnika prenesli v nov 25 cm
2
 vsebnik in jim 
dodali svež medij za gojenje. Uporabljen medij, ki smo ga hranili v hladilniku, smo vsakič 
pred delom temperirali na 37 °C.  
Celice HEK293-NOD2 smo en teden gojili v mediju DMEM (s 4,5 g/L glukoze). Vsak 
tretji dan smo morali celice redčiti, da smo ohranjali optimalne pogoje za rast. Celice smo 
redčili tako, da smo medij odstranili, celice sprali s PBS in dodali tripsin. Po 5 minutah 
smo odlepljene celice resuspendirali z medijem DMEM, prenesli v centrifugirko in 
centrifugirali 5 min pri 1200 rpm. Nato smo medij odlili in celice resuspendirali v svežem 
mediju. Del suspenzije celic iz centrifugirke smo prenesli v nov vsebnik in jim dodali svež 
medij za gojenje. Uporabljeni medij, ki smo ga hranili v hladilniku, smo vsakič pred delom 
temperirali na 37 °C. 
3.2.6 Štetje celic 
Za določanje števila oz. koncentracije celic v mediju smo uporabljali hemocitometer. To je 
steklena plošča, ki ima vgravirano pravokotno mrežo. Štirje kotni kvadranti 1, 2, 3 in 4 so 
razdeljeni v mrežo 4 x 4 in med seboj ločeni s še gostejšo mrežo. Skupaj s krovnim 
stekelcem se tvori prostor z volumnom 0,1 mm³ in dimenzijami 1mm x 1mm x 0,1 mm 
(68)
. 
Pred vsakim štetjem smo morali celice najprej resuspendirati in nato s pipeto prenesti 10 
µL homogene suspenzije v nov vsebnik. Dodali smo še 10 µL tripanskega modrila ter 
dobro premešali. Iz novo nastale suspenzije smo vzeli 10 µL in celoten volumen odmerili 
na števno polje hemocitometra. Pod mikroskopom smo videli celice, razporejene po 
kvadratih. Šteli smo celice v štirih območjih - 1, 2, 3, 4 - in sicer tiste, ki so se svetile oz. 
bile vidne kot bele lise na modrem ozadju. Te so ponazarjale žive celice, mrtvih celic 
nismo upoštevali. Barvilo tripan modro namreč prodre v nežive celice, t.j. celice s 
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poškodovano membrano in jih obarva modro 
(69)
. Po preštetih celicah v vseh štirih 
kvadrantih smo s pomočjo Enačbe 1 izračunali koncentracijo celic v našem mediju: 
Enačba 1:                     Število celic/mL =  
š𝑡.𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 4 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ
4
 𝑥 2 𝑥 10⁴ 
3.2.7 Priprava celic za izvedbo poskusov 
Za vsak poskus, ki smo ga izvedli, smo potrebovali določeno število celic, ki smo jih nato 
nasadili na želene vsebnike za nadaljnje eksperimente. Alikvot celic K562 smo pridobili po 
sledečem postopku. S serološko pipeto smo celice v vsebniku dobro resuspendirali, da smo 
dobili homogeno suspenzijo in vse prenesli v centrifugirko. Odvzeli smo 10 µL za štetje 
celic, preostalo suspenzijo pa centrifugirali 5 min na 1200 rpm pri sobni temperaturi. Odlili 
smo medij, dodali ustrezno količino svežega medija in resuspendirali. Odvzeli smo alikvot 
z želeno količino celic, preostanek pa gojili naprej. 
3.2.8 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je metoda, ki se uporablja za določanje tako fizikalnih kot 
biokemijskih lastnosti celic. Hkrati se lahko določa več parametrov posamezne celice. 
Vzorec se injicira v obliki homogene suspenzije, kar omogoča hidrodinamsko fokusiranje. 
Celice potujejo ena za drugo skozi laserski snop svetlobe, pri tem pa prihaja do odboja 
svetlobe v različne smeri. Količino oddane svetlobe zaznavata dva fotodetektorja. Prednje 
sipanje je proporcionalno velikosti celice, zaznava ga fotodetektor v ravnini laserskega 
žarka. Stransko sipanje pa je posledica odboja od celičnih organelov, zato je 
proporcionalno zrnatosti celice, zaznava ga fotodetektor postavljen pravokotno od žarka. S 
pomočjo prednjega sipanja lahko ločimo celice po velikosti, s pomočjo stranskega pa 
zrnate od nezrnatih. Pravokotno na žarek so postavljeni še fluorescenčni detektorji (Slika 
8). Ti zaznavajo fluorescenco, ki jo oddajajo celice po označevanju s fluorokromi, in 
omogočajo določitev biokemijskih lastnosti. 
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Slika 8: Shema pretočnega citometra. Povzeto po 
(70)
. 
3.2.9 Biološko testiranje končnih spojin na HEK-Blue™ hNOD2 
Sintetizirane spojine smo biološko ovrednotili na njihovo NOD2 agonistično aktivnost. Za 
testiranje smo uporabili NOD2-specifične celice HEK-Blue™ hNOD2 in reagent 
QUANTI-Blue™ proizvajalca InvivoGen. K 180 µL suspenzije omenjenih celic smo 
dodali 20 µL 20 µM raztopine sintetiziranih spojin oziroma 20 µM raztopine MDP 
(pozitivna kontrola), pri čemer smo kot topilo uporabili gojitveni medij. Testiranje smo 
izvedli v dvojnikih, narejeni pa sta bili dve biološki ponovitvi. Pri negativni kontroli smo 
suspenziji celic dodali le gojitveni medij. Celice smo nato skupaj z ustreznimi slepimi 
vzorci inkubirali 18 ur v 5 % atmosferi ogljikovega dioksida pri temperaturi 37 °C. Po 
končani inkubaciji in dodatni 30-minutni inkubaciji v mediju za analizo smo supernatantu 
celic ob prisotnosti reagenta QUANTI-Blue™ spektrofotometrično izmerili količino 
izločene zarodne alkalne fosfataze (SEAP). Absorbanco smo izmerili pri 655 nm. 
3.2.10 Testiranje vpliva končnih spojin na metabolno aktivnost  
Vpliv testiranih spojin na metabolno aktivnost celic smo preverjali s testom metabolne 
aktivnosti (MTS). Poskus smo izvedli na celični liniji NOD2-HEK293. Test metabolne 
aktivnosti temelji na redukciji substrata v viabilnih celicah, kar se odraža v generiranju 
signala, ki tako korelira s številom živih celic. Mrtve celice namreč hitro izgubijo 
sposobnost pretvorbe substrata v produkt, torej se metabolna aktivnost zmanjša. Pri delu 
smo uporabljali reagent MTS – tetrazolijevo sol [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol], ki ga v metabolno aktivnih 
celicah, od NAD(P)H-odvisni dehidrogenazni encimi reducirajo v formazan, medtem ko v 
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metabolno neaktivnih celicah do takšne pretvorbe ne pride. Produkt je obarvan in topen v 
celičnem mediju, določimo ga lahko z merjenjem absorbance pri 490-500 nm. Količina 
nastalega formazana tako korelira s številom metabolno aktivnih celic 
(71)
. 
Za celično linijo NOD2-HEK293 smo nanesli 75 µL celične suspenzije v koncentraciji 
530.000 celic/mL na ploščo s 96-vdolbinicami ter dodali 25 µL 20 µM raztopine DMSO 
ali spojin v mediju. Celice smo inkubirali 18 h, nato pa dodali 15 µL reagenta MTS v 
vsako vdolbinico ter po cca. 2 h pomerili absorbanco pri 490 nm na mikrotitrskem čitalcu 
BioTek. Testiranje smo izvedli v dvojnikih, narejeni pa sta bili dve biološki ponovitvi. 
3.2.11 Izolacija PBMC iz zgoščene levkocitne plasti periferne krvi  
Zgoščeno levkocitno plast iz venske krvi normalnih zdravih prostovoljcev (angl. buffy 
coat) smo dobili iz Inštituta za transfuzijsko medicino v Ljubljani. Za izolacijo 
mononuklearnih celic periferne krvi (PBMC) smo uporabili raztopino Lymphoprep in 
celice ločili glede na specifično gostoto z gradientnim centrifugiranjem (slika 9). 
Lymphoprep je vodna raztopina na osnovi fikola, ki je umetni polimer saharoze in 
epiklorohidrina. Za doseg optimalne gostote 1,077 g/mL smo raztopino Lymphoprep pred 
uporabo ogreli na sobno temperaturo.  
 
Slika 9: Izolacija PBMC z gradientnim centrifugiranjem. Prirejeno po 
(72)
 
Zaradi nižje specifične gostote se po centrifugiranju PBMC (limfociti, monociti) in 
trombociti naberejo nad plastjo raztopine Lymphoprep. Fikol pri sobni temperaturi 
povzroči agregacijo eritrocitov, ki se poleg granulocitov in mrtvih celic posedejo na dno 
centrifugirke.  
Postopek  
1. Zgoščeno trombocitno-levkocitno plast periferne krvi (~50 mL) smo iz odvzemne 
vrečke pod aseptičnimi pogoji prenesli v sterilno plastenko in razredčili s pufrsko 
raztopino sterilnega 1x PBS do ~150 mL.  
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2. V 50 mL centrifugirke smo s serološko pipeto odpipetirali 12,5 mL Lymphoprep. 
Na to plast smo previdno in počasi pod kotom 45° nanašali 25 mL krvnega 
pripravka tako, da se plasti nista premešali.  
3. Centrifugirali smo 20 min pri 2300 × g brez zavore. Nato smo s odstranili zgornjo 
plast trombocitov in krožno pobrali plast PBMC na vmesni površini. Celice smo 
prenesli v 50 mL centrifugirke. 
4. Plast PBMC smo redčili z medijem RPMI-1640 do 50 mL. 
5. Centrifugirali smo 10 min pri 1800 rpm, supernatant odstranili, usedlino celic 
resuspendirali v 8 mL PBS ter z raztopino PBS dopolnili do oznake 50 mL.  
6. Po centrifugiranju 7 min pri 1800 rpm z zavoro smo supernatante zavrgli, usedlino 
centrifugirk resuspendirali v mediju in celice prešteli. 
3.2.12 Imunomagnetna izolacija CD14+ monocitov 
Princip magnetno pogojenega celičnega ločevanja – tehnologija EasySep® 
Metoda temelji na imunomagnetni izolaciji s protitelesi, vezanimi na imunomagnetne 
kroglice nanometrskih velikosti (angl. microbeads). Pri izolaciji monocitov smo uporabili 
imunomagnetne kroglice, konjugirane s protitelesi proti označevalcem, značilnim za 
imunske celice, razen proti tistim, ki so značilni za monocite; in sicer za CD14. Po 
označevanju se vse celične populacije razen monocitov zadržijo v magnetnem polju, 
monocite pa lahko poberemo iz raztopine v epruveti. Tako smo po principu negativne 
selekcije ločili celice, ki so na svoji površini izražale označevalec CD14. 
Postopek  
Pri delu smo uporabljali hladen pufer in reagente, da bi preprečili nespecifično 
označevanje celic in prerazporejanje vezanih protiteles na površini celic.  
1. Za delo smo potrebovali 5 × 107 izoliranih PBMC 
2. Izračunan volumen celične suspenzije s 5 × 107 PBMC smo odpipetirali v 15 mL 
centrifugirko in centrifugirali 7 min pri 1800 rpm 
3. Peletko smo  resuspendirali v 0,5 mL pufra za izolacijo z magnetom in vsebino 
prenesli v 5 mL epico 
4. Dodali smo izračunano količino izolacijskega koktejla - 50 μL/mL vzorca 
5. Dobro smo premešali in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi 
6. Magnetne delce smo dali za 30 sekund na vorteks 
7. Dodali smo izračunano količino magnetnih delcev - 50 μL/mL vzorca 
8. To smo premešali in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi 
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9. Dodali smo 1 x pufer za izolacijo z magneti do 2,5 mL in nežno premešali 
10. Epico smo nato postavili na magnetno stojalo in inkubirali 2,5 minute 
11. Raztopino brez magnetnih delcev smo pobrali in prestavili v centrifugirko. 
12. Celicam smo dodali 10 mL medija RPMI-1640 in centrifugirali 7 min na 1800 rpm.  
13. Izoliranim celicam smo vzeli alikvot za preverjanje uspešnosti izolacije s pretočnim 
citometrom. 
3.2.13 Diferenciacija dendritičnih celic iz CD14+ monocitov  
5 × 106 izoliranih CD14+ monocitov smo resuspendirali v 5 mL predhodno pripravljenega 
in na 37 °C segretega gojišča RPMI-1640 z dodanima citokinoma GM-CSF (800 U/mL) in 
IL-4 (1000 U/mL), ki zagotovita pogoje za diferenciacijo monocitov do nezrelih 
dendritičnih celic. Celice smo nasadili v mikrotitrsko ploščo s 6 vdolbinami in jih 6 dni 
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2. Tretji dan inkubacije smo celicam zamenjali polovico 
gojišča in v vsako vdolbino dodali dvojno koncentracijo GM-CSF (1600 U/mL) ter 
začetno koncentracijo IL-4 (1000 U/mL).  
3.2.14 Zorenje dendritičnih celic  
Po 6 dneh inkubacije so nezrele DC začele izražati značilne citoplazemske izrastke in 
postale rahlo adherentne na podlago. Vdolbine mikrotitrske plošče smo večkrat premešali s 
pufrsko raztopino PBS. Celice so bile pritrjene na podlago, zato smo jih želeli s 
ponavljajočim se krožnim pipetiranjem raztopine PBS odlepiti od dna. Uspešnost zbiranja 
celic smo preverili pod optičnim mikroskopom. Nato smo suspenzijo celic centrifugirali 7 
min pri 1800 rpm, supernatant odstranili in usedlino celic uravnali na 1,0 x 10
6
 celic/mL in 
na 48-jamično ploščo nanesli 500 μL suspenzije. Dodali smo še ustrezne količine testiranih 
spojin in v kontrolni vzorček DMSO ter premešali. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 
LPS (100 ng/mL). Sledila je 48-urna inkubacija pri 37 °C in 5 % CO2.  Test smo izvedli v 
dveh bioloških ponovitvah. 
3.2.15 Analiza s pretočno citometrijo 
Nivoje membranskih markerjev smo karakterizirali s pretočno citometrijo in uporabili 
fluoroscenčno označena protitelesa. Na dan 0, 6 ali 8 smo alikvot neadherentnih celic 
prenesli v epice in centrifugirali 7 min pri 1800 rpm. Celice smo resuspendirali v 100 µL 
medija s protitelesi in jih 20 min inkubirali pri sobni temperaturi na temnem. Celice smo 
nato redčili s 400 µL PBS in analizirali s pretočnim citometrom Attune NxT. Uporabili 
smo naslednja monoklonska protitelesa: anti-CD14 Pacific Orange, anti-CD80 Alexa Fluor 
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488, anti-CD86 Pacific Blue, anti-HLA-DR PerCP. Rezultati so podani kot mediane 
intenzitete fluorescence.  
3.2.16 Barvanje celic K562 s CFSE  
Karboksifluorescein sukcinimidilni ester (ang. carboxyfluorescein succinimidyl ester – 
CFSE) je fluorescenčno barvilo, ki se uporablja za analizo pri pretočni citometriji. V obliki 
diacetilirane molekule ga celice preko difuzije skozi membrano privzamejo v notranjost, 
tam pa ga celične esteraze pretvorijo v CFSE (slika 10). Nastala molekula je manj 
permeabilna, kovalentno se veže na aminske skupine proteinov in posledično se zadrži v 
znotrajceličnem prostoru. Celice K562 smo barvali s CFSE, da smo jih lahko ločili od 
PBMC.  
 
Slika 10: Pretvorba diacilirane oblike v CFSE 
Za poskus smo celice najprej pripravili po postopku opisanem v podpoglavju »Priprava 
celic za izvedbo poskusov«. Nato smo suspenzijo celic prenesli v centrifugirko, prešteli in 
preračunali število celic, potrebnih za poskus. Odpipetirali smo približno 4 milijone celic 
in centrifugirali pri 1200 rpm 5 min, sobna temperatura. V vmesnem času smo si pripravili 
2 mL 5 µM raztopine barvila CFSE v PBS-u. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, 
celice pa resuspendirali v 2 mL 5 µM raztopine CFSE in jih inkubirali 10 min na 37 C v 
temi. Nato smo celice centrifugirali pri 1400 rpm 5 min, sobna temperatura, resuspendirali 
v 15 mL PBS-a in ponovno centrifugirali. Celično usedlino smo resuspendirali še v 15 mL 
medija, centrifugirali in resuspendirali v količini medija, da smo dobili želeno 
koncentracijo celic. Uspešnost barvanja smo preverili s pretočnim citometrom. 
3.2.17 Test citotoksičnosti PBMC 
Izolirane PBMC smo centrifugirali na 1800 rpm, 7 min in jih resuspendirali z medijem, da 
smo zagotovili koncentracijo 4 x 10
6
 celic/mL, 75 L celice (300000 celic) smo prenesli v 
96 - jamično sterilno ploščo za gojenje kultur. PBMC-jem smo nato dodali 75 L spojine v 
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različnih koncentracijah ali rezikvimoda v 1 M koncentraciji kot pozitivno kontrolo ali 
DMSO. Po 20 urah smo celicam dodali še 50 L tarčnih celic K562 s koncentracijo 0,2 x 
10
6
 celic/mL, ki smo jih predhodno označili s CFSE. Celice smo pustili v kokulturi 5 ur. 
Vsi vzorci so bili nanešeni v dvojniku in so vključevali negativno kontrolo (samo tretirane 
PBMC ali samo tretirane K562). Po 5 urah smo vsem vzorcem dodali 2 L barvila 
SYTOX™ Blue s koncentracijo 0,1 mM, ki prehaja le membrane poškodovanih celic, 
zaradi česar lahko z barvanjem ločimo populacijo mrtvih od populacije živih celic. Vzorce 
smo homogenizirali s pomočjo stresalnika in pričeli z merjenjem na pretočnem citometru. 
Določili smo odstotek CFSE+/SytoxBlue+ celic. Test citotoksičnosti smo izvedli v dveh 
bioloških ponovitvah.  
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
 
Slika 11: Celotna sintezna shema 
 







V 100 mL bučko smo v 40 mL absolutnega etanola raztopili 2,93 g D-glutaminske kisline 
(19,9 mmol; 1,0 eq) in jo ohladili na ledeni kopeli. Ob mešanju smo po kapljicah dodali 
3,2 mL tionil klorida (43,8 mmol; 2,2 eq). Bučko smo prenesli na oljno kopel in čez noč 
pustili mešati pri temperaturi refluksa (80 C). Po 22 h smo s tankoplastno kromatografijo 
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Topilo smo odparili pod znižanim tlakom s 
pomočjo rotavaporja, preostanek prelili z dietil etrom, ga nato odfiltrirali ter produkt 




Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 239,7 g/mol 
Izkoristek: 87 % 
Rf: 0,82 (Mf: CH3CN/MeOH/H2O = 6/1/1) 
clogP: 0,134 






V 250 mL bučko smo natehtali 2,74 g Boc-L-Ser-O-Bz (9,3 mmol; 1,0 eq) in ga raztopili v 
70 mL etilacetata. Raztopini smo dodali 1,26 g HOBt (9,3 mmol; 1,0 eq), ohladili na ledeni 
kopeli in dodali 2,11 g DCC (10,2 mmol; 1,1 eq). Po 20 minutah na ledeni kopeli smo 
dodali 2,23 g spojine 1 (9,3 mmol; 1,0 eq), odstranili ledeno kopel, dodali 3,87 mL Et3N 
(27,8 mmol; 3,0 eq) in nekaj kristalov DMAP (katalitična količina). Po poteku reakcije na 
sobni temperaturi smo reakcijski zmesi dodali 20 mL heksana, postavili za 2 uri v 
hladilnik, oborino odnučali in jo sprali z dvakrat po 10 mL EtOAc. Združeno organsko 
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fazo smo spirali z dvakrat po 50 mL 1M HCl, trikrat po 30 mL nasičene raztopine 
NaHCO3 in s 50 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4, ga 
odfiltrirali, topilo odparili s pomočjo rotavaporja in dobili 3,71 g spojine 2. 
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 480,56 g/mol 
Izkoristek: 83 % 
Rf: 0,78 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1) 
1
H NMR (400 MHz, DMSO):  
δ [ppm] = 1.11-1.23 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 1.39 (s, 9H, 3×CH3-C), 1.76-1.91 (m, 
1H, -CH2A), 1.93-2.06 (m, 1H, -CH2B), 2.35 (dt, 2H, J1 = 14.9 Hz, J2 = 7.5 Hz, -
CH2), 3.50-3.64 (m, 2H, O-CH2CH), 3.97-4.15 (m, 4H, 2x CH2-CH3), 4.21-4.35 
(m, 2H, 2×CH), 4.49 (s, 2H, CH2-Ar), 6.82 (d, 1H, J = 8.4 Hz, NH), 7.25-7.35 (m, 
5H, H-Ar), 8.35-8.37 (d, 1H, J = 7.8 Hz, NH) 
clogP: 3,198 
HRMS (ESI+): m/z za C31H40N3O10 (M + H)
+
: izmerjeno 481.2537; izračunano 481.2544 
 







BUČKA A: ODŠČITA SPOJINE 2  
V 50 mL bučki smo v 25 mL DKM raztopili 1,65 g spojine 2 (3,44 mmol; 1,0 eq) in jo 
ohladili na ledeni kopeli. Ob mešanju smo po kapljicah dodali 5 mL TFA, odstranili ledeno 
kopel in pustili mešati pri sobni temperaturi. Po 3,5 h smo topilo in TFA odparili pod 
znižanim tlakom, preostalo tekočino prelili s 15 mL dietiletra in topilo ponovno odparili 
pod znižanim tlakom. Ta postopek smo ponovili še dvakrat. Preostanek v bučki smo 
raztopili v 10 mL etilacetata, dodali 1,9 mL Et3N (13,8 mmol; 4,0 eq) in raztopino prenesli 
v bučko B. 
BUČKA B: AKTIVACIJA BOC GLICINA IN SINTEZA TRIPEPTIDA 
V 100 mL bučki smo v 20 mL EtOAc raztopili 0,60 g Boc-glicina (3,44 mmol; 1,0 eq). 
Raztopini smo dodali 0,46 g HOBt (3,44 mmol; 1,0 eq) in jo ohladili na ledeni kopeli. 
Dodali smo 0,78 g DCC (3,44 mmol; 1,0 eq) ter pustili mešati 30 minut na ledeni kopeli. 
Nato smo kopel odstranili in v bučko prenesli vsebino bučke A z odščiteno spojino 2. 
Dodali smo 0,5 mL Et3N (3,44 mmol; 1,0 eq) in pustili mešati pri sobni temperaturi. Po 20 
h smo reakcijski zmesi dodali 15 mL heksana in postavili v hladilnik za 30 minut, nato pa 
oborino odnučali in sprali z 2 krat 10 mL etilacetata. Združeno organsko fazo smo sprali z 
dvakrat po 30 mL 1M HCl, trikrat po 25 mL nasičene raztopine NaHCO3 in s trikrat po 30 
mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4, ga nato odfiltrirali, 
topilo odparili s pomočjo rotavaporja ter dobili 1,70 g spojine 3. 
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 537,61 g/mol 
Izkoristek: 92 % 
Rf: 0,65 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1) 
1
H NMR (400 MHz, DMSO):  
δ [ppm] = 1.13-1.20 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 1.38 (s, 9H, CH3-C), 1.78-1.89 (m, 1H, 
-CH2A), 1.95-2.04 (m, 1H, -CH2B), 2.36 (dt, 2H, J = 10.1 Hz, J = 7.5 Hz, -CH2), 
3.52-3.65 (m, 4H, O-CH2-CH; NH-CH2CO), 3.99-4.13 (m, 4H, 2×CH2-CH3), 4.28-
4.34 (m, 1H, NH-CH-(COO)CH2), 4.49 (s, 2H, CH2-Ar), 4.57-4.62 (m, 1H, NH-
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CH-(CH2)CO), 7.04 (t, 1H, J = 6.1 Hz, NH-CH2), 7.36-7.37 (m, 5H, H-Ar), 7.90 
(d, 1H, J = 8.1 Hz , NH-CH), 8.37 (d, 1H, J = 7.8 Hz, NH-CH) 
clogP: 2,751 
HRMS (ESI+): m/z za C31H40N3O10 (M + H)
+
: izmerjeno 538.2746; izračunano 538.2759 
 





BUČKA A: ODSTRANJEVANJE ZAŠČITE 
V 25 mL bučki smo v 8 mL DKM raztopili 227 mg spojine 3 (0,42 mmol; 1,0 eq).  
Raztopino smo ohladili na ledeni kopeli in ob mešanju po kapljicah dodali 1,5 mL TFA. 
Odstranili smo ledeno kopel ter pustili mešati na sobni temperaturi. Po 2 h smo topilo in 
TFA odparili pod znižanim tlakom. Ostanek po rotavapiranju smo resuspendirali v 10 mL 
dietiletra, ki smo ga odparili pod znižanim tlakom. To smo ponovili še dvakrat. Potem smo 
preostanek raztopili v 1 mL DMF, ohladili na ledeni kopeli in dodali 0,2 mL Et3N (1,27 
mmol, 3,0 eq).  
BUČKA B: AKTIVACIJA TRANS-FERULIČNE KISLINE IN SKLOPITEV 
V bučko B smo v 1,5 mL DMF raztopili 82 mg trans-ferulične kisline (0,42 mmol; 1,0 eq), 
dodali 57 mg HOBt (0,42 mmol, 1,0 eq), ohladili na ledeni kopeli ter dodali še 81 mg EDC 
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× HCl (0,42 mmol, 1,0 eq). Po pol ure smo v bučko B z aktivirano kislino dodali še 
vsebino bučke A z odščiteno spojino 3 in nekaj kristalov DMAP (katalitična količina). 
Ledeno kopel smo odstranili ter pustili mešati pri sobni temperaturi. Po 21 h smo 
reakcijsko zmes prelili s 50 mL etilacetata in organsko fazo spirali z dvakrat po 15 mL 1 M 
HCl, 10 mL vode, dvakrat po 15 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 10 mL nasičene 
raztopine NaCl. Organsko fazo smo nato sušili z Na2SO4, topilo odparili pod znižanim 
tlakom ter dobili 177 mg spojine 4. 
PRODUKT: 
Izgled: rumeno olje 
Mr: 613,66 g/mol 
Izkoristek: 69 % 
Rf: 0,48 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
HPLC: t= 5,697 min; čistost: 97,1% 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] = 1.19-1.34 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 1.95-2.11 (m, 1H, -CH2A), 2.18-2.29 
(m, 1H, -CH2B), 2.29-2.47 (m, 2H, -CH2), 3.55-3.68 (m, 1H, NH-CHAHB), 3.93 
(s, 3H, CH3-O), 3.89-4.06 (m, 1H, NH-CHAHB), 4.03-4.25 (m, 6H, 2×CH2-CH3, 
CH2-O), 4.49-4.67 (m, 3H, Ar-CH2-O, CH), 4.63-4.74 (m, 1H, CH), 6.00 (s, 1H, 
NH-CH), 6.34 (d, 1H, J = 15.5 Hz, =CH-CO), 6.58 (t, 1H, J = 5.2 Hz, NH-CH) 
6.92 (d, 1H, J = 8.1Hz, Ar-H), 7.00-7.11 (m, 2H, Ar-H), 7.23-7.38 (m, 5H, Ar-H) 
7.34-7.51 (m, 1H, NH-CH), 7.58 (d, 1H, J = 15.5 Hz, CH=CH-CO) 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] =14.09, 26.91, 30.26, 43.60, 51.99, 52.99, 55.88, 60.66, 61.65, 69.54, 
73.35, 110.28, 115.00, 117.29, 122.19, 127.09, 127.72, 127.82, 128.43, 137.37, 
141.83, 147.03, 147.76, 176.26, 169.81, 170.04, 171.68, 172.83 
HRMS (ESI+): m/z za C31H40N3O10 (M + H)
+













V 10 mL bučki smo v 2 mL THF raztopili 68 mg (0,11 mmol, 1,0 eq) spojine 4, dodali 
16,9 L Et3N (0,12 mmol; 1,1 eq) in ohladili na ledeni kopeli. Po 10 min smo dodali 41,2 
L stearoil klorida (0,12 mm; 1,1 eq), odstranili ledeno kopel ter pustili mešati na sobni 
temperaturi. Po eni uri smo s TLC zaznali konec reakcije, odparili topilo in dodali 25 mL 
etilacetata. Organsko fazo smo sprali z 10 mL 1 M HCl, 10 mL nasičene raztopine 
NaHCO3 in 10 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo nato posušili z Na2SO4 in 
ga odfiltrirali. Topilo smo odparili pod znižanim tlakom in dobili 93 mg spojine 5.  
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 880,13 g/mol 
Izkoristek: 96% 
Rf: 0,20 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 20/1)  
HPLC: t= 12,210 min; čistost= 91,2% 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3):  
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δ [ppm] = 0.86-0.94 (m, 3H, CH3-stear), 1.01-1.52 (m, 34H, 2×CH3-CH2-O, CH3-
(CH2)14), 1.78 (p, 2H, J = 7,4 Hz, CH2-CH2-CO), 1.95-2.09 (m, 1H, -CHAHB), 
2.15-2.27 (m, 1H, -CHAHB), 2.27-2.43 (m, 2H, -CH2), 2.59 (t, 2H, J = 7.5 Hz, 
CO-CH2-CH2-stear), 3.59-3.71 (m, 1H, NH-CHAHB), 3.84 (s, 3H, O-CH3), 3.83-
3.97 (m, 1H, NH-CHAHB), 4.00-4.22 (m, 6H, 2×O-CH2-CH3, O-CH2-CH), 4.64-
4.64 (m, 3H, Ph-CH2-O, CH-CH2-CH2), 4.72-4.83 (m, 1H, CH-CH2-O), 6.50 (d, 
1H, J = 15.6 Hz, CH=CH-CO), 6.97-7.05 (m, 1H, Ar-H), 7.07-7.13 (m, 2H, Ar-H), 
7.21-7.38 (m, 6H, 5×Ar-H, NH), 7.55-7.72 (m, 3H, 2×NH, CH=CH-CO)  
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] = 14.11, 22.71, 24.93, 26.91, 29.52, 30.25, 31.93, 34.02, 43.51, 52.00, 53.04, 
55.87, 60.67, 61.63, 69.48, 73.42, 111.69, 120.08, 120.64, 123.14, 127.82, 128.45, 133.58, 
137.32, 141.13, 151.33, 166.66, 169.64, 170.01, 171.68, 172.85  
HRMS (ESI+): m/z za C49H74N3O11 (M + H)
+
: izmerjeno 880.5302; izračunano 880.5318 
clogP: 10,805 
 






V bučki smo v 3 mL ocetne kisline raztopili 65 mg (0,11 mmol, 1,0 eq) spojine 4, prepihali 
z argonom, dodali 7 mg paladija in vsebino bučke začeli prepihovati z vodikom. Po 1 h 
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smo s TLC zaznali konec reakcije, paladij odfiltrirali, filtratu pa smo topilo odparili pod 
znižanim tlakom. Po odparevanju smo oljnati preostanek koevaporirali z dietiletrom, pri 
čemer smo po odparevanju dobili 45 mg spojine 6. 
PRODUKT: 
Izgled: rjav amorfen prašek 
Mr: 525,56 g/mol 
Izkoristek: 80% 
Rf: 0,30 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
HPLC: t= 4,023 min; čistost=95,6% 
1
H NMR (400 MHz, MeOD):  
δ [ppm] = 1.16-1.36 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 2.00-2.12 (m, 1H, -CHAHB), 2.14-2.27 
(m, 1H, -CHAHB), 2.39-2.50 (m, 2H, CH2CONH), 2.50-2.61 (m, 2H, -CH2), 2.86 
(t, 2H, J = 7.9 Hz, Ar-CH2-CH2), 3.75-3.93 (m, 3H, CH-CHAHB-O, NH-CH2-CO), 
3.85 (s, 3H, CH3-O), 4.02-4.26 (m, 5H, 2×CH2-CH3, CH-CHAHB), 4.45-4.53 (m, 
2H, 2×CH), 6.66 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, J = 2.0 Hz, Ar-H), 6.72 (d, 1H, J = 8.0 Hz, 
Ar-H), 6.81 (d, 1H,  J = 1.9 Hz, Ar-H) 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] = 14.09, 26.44, 30.43, 31.08, 38.00, 43.32, 52.17, 55.11, 55.85, 60.86, 
61.88, 62.50, 111.38, 114.69, 120.69, 132.55, 144.02, 146.74, 170.11, 170.86, 
172.21, 173.11, 173.86  
HRMS: m/z za C24H36N3O10 (M + H)
+
: izmerjeno 526.2386; izračunano 526.2395 
clogP: -0,514 
 







V bučko smo v 15 mL ocetne kisline raztopili 729 mg (1,36 mmol, 1,0 eq) spojine 3, 
prepihali z argonom, dodali 73 mg paladija in začeli prepihovati z vodikom. Po 24 h smo s 
TLC zaznali konec reakcije, paladij odfiltrirali, filtrat prelili v drugo bučko in topilo 
odparili pod znižanim tlakom. Po odparevanju smo preostanek resuspendirali v dietiletru, 
ga odfiltrirali, posušili na zraku in dobili 506 mg spojine 7. 
PRODUKT: 
Izgled: rumen amorfen prašek 
Mr: 447,49 g/mol 
Izkoristek: 83% 
Rf: 0,33 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
1
H NMR (400 MHz, MeOD):  
δ [ppm] = 1.22-1.34 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 1.47 (s, 9H, (CH3)3-C), 1.93-2.07 (m, 
1H, -CHAHB), 2.14-2.27 (m, 1H, -CHAHB), 2.41-2.50 (m, 2H, -CH2), 3.74-3.88 









V bučki A smo v 2 mL THF raztopili 100 mg spojine 7 (0,22 mmol; 1,0 eq) in dodali 37 
L Et3N (0,27 mmol; 1,2 eq). V bučki B smo v 1 mL THF raztopili 90 L stearoil klorida 
(0,27 mmol; 1,2 eq). Vsebino bučke s spojino 7 smo ohladili na 0 C z ledeno kopeljo in 
po kapljicah dodali raztopino stearoil klorida. Ledeno kopel smo odmaknili in reakcijsko 
zmes pustili mešati pri sobni temperaturi. Po 1 h reakcija še ni potekla, zato smo dodali še 
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31 L Et3N (0,22 mmol; 1,0 eq) in 75 L stearoil klorida (0,22 mmol; 1,0 eq). Tudi po 24 
h reakcija še ni potekla do konca, zato smo dodali še 15 L Et3N (0,11 mmol; 0,5 eq) in 38 
L stearoil klorida (0,11 mmol; 0,5 eq). Po dodatni uri smo THF odparili pod znižanim 
tlakom, v bučko dolili 25 mL etilacetata in organsko fazo spirali z 10 mL 1 M HCl, dvakrat 
po 10 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 10 mL nasičene raztopine NaCl. Na koncu smo 
organsko fazo posušili z Na2SO4, topilo odparili in dobili 50 mg spojine 8.  
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek  
Mr: 713.95 g/mol 
Izkoristek: 31% 
Rf: 0,71 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ [ppm] = 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CH3-stear), 1.22-1.35 (m, 34 H, CH3(CH2)14, 
2×CH3), 1.45 (s, 9H, (CH3)3-C), 1.56-1.70 (m, 2H, CH2-CH2-COO), 1.94-2.11 (m, 
1H, -CHAHB), 2.16-2.26 (m, 1H, -CHAHB), 2.28-2.38 (m, 2H, -CH2), 2.38-2.51 
(m, 2H, stear-CH2-CO), 3.82-3.94 (m, 2H, CH2-NH), 4.08-4.25 (m, 4H, 2×CH2-
CH3), 4.25-4.34 (m, 1H, CH), 4.47-4.61 (m, 2H, CH2O), 4.73-4.89 (m, 1H, CH), 
7.21-7.35 (m, 1H, NH), 7.30-7.36 (m, 1H, NH), 7.36-7.54 (m, 1H, NH), 
clogP: 9,610 
 







V bučki smo v 5 mL DKM raztopili 277 mg spojine 7 (0,62 mmol, 1,0 eq) in jo postavili 
na ledeno kopel. Ob mešanju na 0 C smo dodali 1 mL TFA, nato pa smo ledeno kopel 
odstranili in pustili mešati na sobni temperaturi. Po 2 h smo DKM in TFA odparili pod 
znižanim tlakom, preostanek suspendirali v 10 mL dietiletra in ga nato odparili. To smo 
ponovili še dvakrat. Suh preostanek smo nato raztopili v 1,5 mL DMF, ohladili na ledeni 
kopeli in dodali 0,43 mL Et3N (3,09 mmol; 5,0 eq), 120 mg trans-ferulične kisline (0,62 
mmol; 1,0 eq), 84 mg HOBt (0,62 mmol; 1,0 eq), 119 mg EDC × HCl (0,62 mmol; 1,0 eq) 
ter nekaj kristalov DMAP (katalitična količina). Nato smo odstranili ledeno kopel in pustili 
mešati pri sobni temperaturi. Po 24 h smo v bučko dodali 30 mL EtOAc in nato spirali 
organsko fazo z dvakrat po 15 mL 1 M HCl, 15 mL vode, dvakrat po 15 mL nasičene 
raztopine NaHCO3 in 15 mL nasičene raztopine NaCl. Topilo smo nato odparili pod 
znižanim tlakom in dobili 150 mg spojine 9. 
PRODUKT: 
Izgled: oranžen amorfen prašek 
Mr: 523,54 g/mol 
Izkoristek: 46 % 
Rf: 0,27 (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
HPLC: t= 4,097 min; čistost= 36,5%* 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): 
δ [ppm] = 1.07-1.44 (m, 6H, 2×CH3-CH2), 1.92-2.12 (m, 1H, -CHAHB), 2.12-2.31 
(m, 1H, -CHAHB), 2.35-2.55 (m, 2H, -CH2), 3.74-3.90 (m, 2H, NH-CH2CO), 
3.90 (s, 3H, CH3O), 3.98 (d, 1H, J = 16.5 Hz, CH-CHAHB-O), 4.02-4.27 (m, 5H, 
CH-CHAHB-O, 2×CH2-CH3), 4.39-4.57 (m, 2H, 2×CH), 6.53 (d, 1H, J = 15.7 Hz, 
CH=CH-CO), 6.82 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.07 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 2.0 Hz, 
Ar-H), 7.16 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Ar-H), 7.45-7.59 (m, 1H, CH=CH-CO) 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] = 14.04, 26.47, 30.39, 43.16, 55.19, 55.96, 60.94, 61.88, 62.67, 109.94, 
114.94, 117.20, 122.08, 126.83, 142.00, 147.00, 147.73, 168.14, 170.48, 170.87, 
172.14, 173.16 
HRMS: m/z za C24H34N3O10 (M + H)
+
: izmerjeno 524.2231; izračunano 524.2239 
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clogP: -0,077 






V bučki smo v 2,5 mL DKM raztopili 50 mg spojine 8 (0,07 mmol, 1,0 eq) in jo postavili 
na ledeno kopel. Ob mešanju smo dodali 0,7 mL TFA, nato pa smo ledeno kopel odstranili 
in pustili mešati pri sobni temperaturi. Po 2,5 h smo DKM in TFA odparili pod znižanim 
tlakom, preostanek suspendirali v 10 mL dietiletra in ga nato odparili. To smo ponovili še 
dvakrat. Preostanek smo raztopili v 1 mL DMF, ohladili na ledeni kopeli in dodali 29 L 
Et3N (0,21 mmol; 3,0 eq), 14 mg trans-ferulične kisline (0,07 mmol; 1,0 eq), 10 mg HOBt 
(0,07 mmol; 1,0 eq), 14 mg EDC × HCl (0,07 mmol; 1,0 eq) ter nekaj kristalov DMAP 
(katalitična količina). Nato smo odstranili ledeno kopel in pustili mešati pri sobni 
temperaturi. Po 24 h smo v bučko dodali 20 mL EtOAc in nato organsko fazo spirali z 
dvakrat po 10 mL 1 M HCl, 10 mL vode, dvakrat po 10 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 
10 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo sušili z Na2SO4, topilo pa odparili pod 
znižanim tlakom ter dobili 36 mg spojine 10. 
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 790,01 g/mol 
Izkoristek: 65% 
 44 
Rf: (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
HPLC: t= 10,750 min; čistost= 44,8%* 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ [ppm] = 0.88 (t, 3H, J = 6.7 Hz, CH3-stear), 1.21-1.31 (m, 34 H, CH3(CH2)14, 
2×CH3), 1.53-1.67 (m, 2H, CH2-CH2-COO), 1.97-2.11 (m, 1H, -CHAHB), 2.15-
2.28 (m, 1H, -CHAHB), 2.29-2.36 (m, 2H, -CH2), 2.35-2.44 (m, 2H, stear-CH2-
CO), 3.93 (s, 3H, -O-CH3), 3.84-4.03 (m, 2H, CH2-NH), 4.04-4.24 (m, 4H, 2×CH2-
CH3), 4.26-4.36 (m, 1H, CH), 4.47-4.60 (m, 2H, CH2O), 4.69-4.82 (m, 1H, CH), 
6.28 (t, 1H, J = 5.2 Hz, NH), 6.34 (d, 1H, J = 15.5 Hz, -CH=CH-), 6.47-6.52 (m, 
1H, Hz, NH), 6.87-6.93 (m, 1H, Ar-H), 7.00-7.10 (m, 2H, Ar-H), 7.38 (d, 1H, J = 
7.6 Hz, NH), 7.57 (d, 1H, J = 15.5 Hz, -CH=CH-) 
13
C NMR (100 MHz, CDCl3):  
δ [ppm] = 14.14, 22.70, 24.73, 25.52, 26.72, 29.59, 30.30, 31.94, 34.11, 52.05, 
55.92, 60.82, 61.71, 63.49, 109.91, 114.77, 117.09, 122.33, 127.13, 142.15, 146.78, 
147.66, 167.19, 168.71, 169.76, 171.61, 173.08, 173.98 
HRMS: m/z za C42H68N3O11 (M + H)
+
: izmerjeno 790.4834; izračunano 790.4848 
clogP: 9,284 
 









V bučki A smo v 2,5 mL THF raztopili 75 mg spojine 9 (0,14 mmol; 1,0 eq) in dodali 22 
L Et3N (0,16 mmol; 1,1 eq). V bučki B smo v 1 mL THF raztopili 53 L stearoil klorida 
(0,16 mmol; 1,1 eq). Bučko A smo dali na led in po kapljicah dodali raztopino stearoil 
klorida iz bučke B. Ledeno kopel smo odmaknili in reakcijsko zmes pustili mešati pri 
sobni temperaturi. Po 1 h smo THF odparili pod znižanim tlakom, v bučko dodali 25 mL 
etilacetata in spirali z enkrat 10 mL 1 M HCl, 10 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 10 mL 
nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posušili z Na2SO4 in topilo odparili. Produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo (Mf: CH2Cl2/MeOH = 15/1) in dobili 23 mg spojine 
11.  
PRODUKT: 
Izgled: bel amorfen prašek 
Mr: 790,01 g/mol 
Izkoristek: 21% 
Rf: (Mf: CH2Cl2/MeOH = 9/1)  
HPLC: t= 11,500 min; čistost= 67,6%* 
1
H NMR (400 MHz, MeOD): 
δ [ppm] = 0.88-0.96 (m, 3H, CH3-stear), 1.18-1.40 (m, 34H, CH3-(CH2)14, 2×CH3-
CH2), 1.69-1.81 (m, 2H, stear-CH2-CH2-CO), 1.98-2.12 (m, 1H, -CHAHB), 2.18-
2.33 (m, 1H, -CHAHB), 2.40-2.51 (m, 2H, -CH2), 2.54-2.65 (m, 2H, stear-
CH2CO), 3.82-3.92 (m, 5H, NH-CH2CO, O-CH3), 3.96-4.29 (m, 6H, 2×CH2-CH3, 
CH2-O), 4.44-4.55 (m, 2H, 2×CH), 6.69 (d, 1H, J = 15.8 Hz, -CH=CH-), 7.06 (d, 
1H, J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.21 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 1.9 Hz, Ar-H), 7.27-7.38 (m, 
1H, Ar-H) , 7.57 (d, 1H, J = 15.8 Hz, -CH=CH-) 
HRMS: m/z za C42H68N3O11 (M + H)
+




5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Tvorba estra z metodo kislinskih kloridov 
V prvi stopnji sinteze tripeptida smo karboksilni kislini na D-glutaminski kislini zaščitili v 
obliki etilnih estrov, da bi zmanjšali možnost poteka neželenih reakcij. Poznamo več 
načinov reakcij esterifikacije. Najbolj pogosta je kislinsko katalizirana esterifikacija z 
alkoholom, a je ta reakcija počasnejša in izkoristki so veliko manjši.  
Estre pa lahko tvorimo tudi s kislinskimi kloridi, ki so najreaktivejši derivati karboksilne 
kisline, ker tvorijo najbolj stabilne izstopajoče skuine. Za tvorbo kislinskih kloridov 
najpogosteje uporabljamo tionil klorid. Ta reakcija poteka hitro, a se ob tem tvori HCl, ki 
jo moramo zato nevtralizirati z dodatkom baze. Slabost te metode je toksičnost in 
korozivnost reagentov. Možnost tvorbe estrov je tudi s kislinskimi anhidridi, ki so malo 
manj reaktivni od kislinskih kloridov, a vseeno bolj od same karboksilne kisline, 
izstopajoča skupina je v tem primeru acetat. V tem primeru je prav tako slabost, da so 
reagenti toksični in korozivni. Najpočasnejša reakcija, ki poteče z najmanjšim izkoristkom, 
je že prej omenjena reakcija z alkohola s karboksilno kislino ob kislih pogojih. V tem 
primeru moramo iz reakcijske zmesi odstranjevati vodo, da reakcija poteka naprej 
(73)
. 
Želeli smo ohraniti tudi kiralno čistost spojin; torej omejiti možnost racemizacije na 
stereogenem centru. Iz tega razloga smo izbrali esterifikacijo s tionil kloridom - SOCl2, ki 
je tudi iz  literature znana,  da povzroča najmanjši odstotek racemizacije 
(74)
. SOCl2 je 
močno klorirno sredstvo, s katerim lahko karboksilne kisline pretvorimo v kislinske 
kloride. Pri reakciji kisik sprva napade žveplo, nakar pa se odcepi en kloridni anion, ki 
nato napade karbonilni C atom, ob tem pa pride tudi do odcepa protona. Nastane nestabilen 
intermediat, ki razpade na SO2, HCl in želen kislinski klorid (slika 12).  
 




Kislinski klorid je reaktivnejši od karboksilne kisline zaradi elektron privlačne skupine – 
klora, ki je direktno vezan na karbonilni ogljik. Ker je kislinski klorid manj resonančno 
stabiliziran, je karbonilni C atom bolj dovzeten za napad nukleofila. Kislinski kloridi 
vstopajo v reakcije nukleofilne substitucije z različnimi nukleofili. Pri naši reakciji je vlogo 
nukleofila imela OH skupina etanola. Kot topilo smo uporabili absolutni etanol, ki je hkrati 
imel vlogo reagenta, reakcija pa je potekala pri temperaturi refluksa.  
Reakcija je potekala tako, da je kisik iz hidroksilne skupine napadel močno elektrofilen 
karbonilni ogljik na kislinskem kloridu. Ob tem se je odcepil kloridni anion, ki je dobro 
izstopajoča skupina. V naslednjem koraku je ta kloridni anion odcepil proton (iz 
hidroksilne skupine), pri čemer je nastala HCl in želeni ester.  
Po končani reakciji esterifikacije smo produkt izolirali tako, da smo topilo odparili pod 
znižanim tlakom, preostanek v bučki resuspendirali v dietil etru, v katerem se je raztopil 
nezreagiran tionil klorid, naš produkt pa se je izoboril. Produkt smo nato odfiltrirali in še 
dodatno posušili na zraku. Izkoristek reakcije je bil 87%, do izgub je najverjetneje prišlo 
pri izolaciji, sicer na TLC nismo videli dodatne lise, ki bi pokazala, da je produkt topen v 
etru, zato sklepamo, da je prišlo do izgub pri filtraciji. 
Spojinam 5, 8, 10 in 11 smo na OH pripeli stearinsko kislino, kar smo naredili s kislinskim 
kloridom – stearoil kloridom (mehanizem je narisan na sliki 13).  
 
Slika 13: Mehanizem reakcije nukleofila s kislinskim kloridom. Povzeto po 
(75)
. 
Naše reakcije so potekale v THF, saj so bili vsi reagenti topni v njem (tudi zelo lipofilen 
stearoil klorid). Kot alternativo bi lahko uporabili DMF, ampak bi ga zelo težko znebili 
zaradi visokega tališča in smo se iz tega razloga raje poslužili uporabe THF. Dodali smo 
10% presežek stearoil klorida in trietilamin kot bazo, ki nevtralizira nastajajočo HCl. 10% 
presežek stearoil klorida smo dodali, da bi reakcija potekla v celoti, vendar nismo dodali 
večjega presežka, saj je spojina močno reaktivna in smo želeli, da reagira samo na želeni 
hidroksilni skupini. Sinteza spojine 5 je potekla z visokim izkoristkom – 96%, sintezi 8 in 
11 pa z nižjimi. Pri spojini 8, je bil izkoristek samo 31%, sklepamo, da je del stearoil 
klorida reagiral tudi z vodo in da je nastala stearinska kislina, ki se je zaradi njene 
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lipofilnosti in amfifilnosti nismo znebili niti s spiranjem z bazičnimi vodnimi raztopinami. 
Na TLC stearinske kisline nismo opazili, saj je pod UV lučko ne moremo zaznati. 
Izkoristek pri sintezi spojine 11 je bil le 21%, saj je iz TLC razvidno, da je reakcija potekla 
tudi na serinski OH skupini, oziroma je nastal tudi diaciliran produkt. Stearoil klorida smo 
dodali le 1,1 eq, da bi reakcija potekla samo na aromatski OH skupini, kar pa nam ni 
uspelo. Za sintezo z višjim izkoristkom bi morali serinsko OH zaščititi z Boc. 
Stearinsko kislino smo vezali na fenolno OH skupino na trans-ferulični kislini ali na 
primarno OH skupino na serinu. Reakcija na serinski OH je potekala počasneje, zato smo 
morali dodajati še dodatne količine reagentov, da bi potekla. Primarni alkoholi so 
načeloma bolj reaktivni od sekundarnih oziroma terciarnih. Sterična oviranost igra zelo 
pomembno vlogo pri reaktivnosti in v našem primeru smo imeli primarni alkohol, ki je bil 
nekoliko sterično oviran. Za aromatske alkohole načeloma velja, da so bolj nukleofilni od 
alifatskih, ampak se nukleofilnost lahko spreminja od reakcije do reakcije, ker je odvisna 
tudi od substituentov 
(76)
. Na spojino 11 smo lahko preprosto vezali stearinsko kislino, in 
sicer brez predhodne zaščite serinske OH, ker je bila aromatska OH skupina manj sterično 
ovirana in zato veliko bolj reaktivna. 
5.2 Odstranitev Boc zaščite 
Pri sintezi spojin 3, 4, 9 in 10 smo za sintezo amidne vezi morali najprej odstraniti zaščito 
na aminu. Glicin je imel na aminu vezano Boc zaščito – to je terc-butiloksikarbonilna 
skupina, ki jo velikokrat uporabljamo za zaščito aminske skupine. Uvajamo jo z Boc-
anhidridom, selektivna odstranitev pa poteka z acidolizo, torej s HCl/AcOH ali s 
CF3COOH. Ta zaščitna skupina je obstojna pri pH od 4 do 12, pri katalitskem 
hidrogeniranju in proti hidridom ter oksidantom 
(77)
. 
Zaščitne skupine uporabimo, da nam reakcija poteče selektivno na želeni funkcionalni 
skupini. Zaščitna skupina mora biti stabilna pri pogojih reakcije, ki jih bomo v nadaljnjih 
stopnjah sinteze uporabili. Uvedba mora biti selektivna, enostavna in hitra, odstranitev pa 
mora potekati pod specifičnimi (milimi) reakcijskimi pogoji. Dobro je, da se stranski 
produkti pri uvedbi in odstranitvi lahko enostavno odstranijo 
(77)
. 
Pri reakciji odstranjevanja Boc zaščite pride najprej do protonacije Boc karbamata, nato pa 
se terc-butilni kation odcepi in nastane nestabilna karbaminska kislina, ta razpade in 
nastane prost amin, ki v raztopini tvori sol s TFA (slika 14). 
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Slika 14: mehanizem odstranitve Boc zaščite. Povzeto po 
(78)
. 
Reakcijo selektivne odstranitve Boc zaščite smo izvedli s TFA v DKM (1/5 v/v). TFA smo 
dodajali v raztopino spojine v DKM po kapljicah, in sicer pri 0 °C, saj je reakcija zelo 
eksotermna in bi se reakcijska zmes lahko preveč segrela, kar pomeni, da bi lahko poteklo 
več reakcij in bi prišlo do nastanka več stranskih produktov oziroma razpada spojine 
(81)
. 
Med drugim bi lahko potekla tudi racemizacija ob dodatku amina, ki bi ustvaril bazične 
pogoje in s tem omogočil ionizacijo α-CH 
(80)
. Izolacijo smo izvedli tako, da smo DKM in 
TFA odparili na rotavaporju, preostanek prelili z dietiletrom in nato še enkrat odparili, da 
bi se v čim večji meri znebili TFA, saj v majhnem odstotku lahko povzroči racemizacijo 
aminokislin hkrati pa bi motila morebitne nadaljnje stopnje sinteze 
(80)
. 
5.2.1 Uporaba EDC×HCl, HOBt in DMAP 
Pri sintezi spojin 4, 9 in 10 smo izvajali sklapljanje (coupling) z EDC×HCl (N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid), HOBt (1-hidroksibenzotriazol), in 
DMAP (dimetilaminopiridin), ker naše spojine niso bile dovolj reaktivne za potek reakcije, 
saj je karbonilni C atom karboksilne skupine premalo elektrofilen, amin pa po drugi strani 
premalo nukleofilen. Pri sklopitvah lahko uporabljamo sklopitvene reagente, ki omogočijo 
tvorbo amidne vezi. Najbolj pogosto uporabljeni so dicikloheksilkarbodiimid (DCC), 
karbonil diimidazol in (benzotriazol-1-iloksi)-tris-(dimetilamino)fosfonijev 
heksafluorofosfat. Tudi pri sklopitvah lahko uporabimo kislinske kloride, anhidride, 
kislinske azide in aktivirane estre. 
EDC je po strukturi karbodiimid, ki pri reakciji s karboksilno kislino tvori O-acilsečninski 
derivat, ta pa lahko reagira z amini do amidov. EDC je za razliko od drugih karbodiimidov 
zaradi bazičnega centra v svoji strukturi boljše topen v kisli raztopini, prav tako tudi nastali 
derivat sečnine – to omogoča lažjo izolacijo produkta. Pri tej reakciji pogosto pride do 
racemizacije produkta ali prenosa acilne skupine. Racemizacija bi pri naši spojini lahko 
potekla, saj načeloma ob bazičnih pogojih lahko pride do odcepa α-CH protona pri 
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katerikoli aminokislini in posledično do racemizacije. Če pride do omenjenega prenosa 
acilne skupine, nastane nereaktivna N-acilsečnina. Tej reakciji se izognemo, če dodamo 
pomožni nukleofil, ki reagira hitreje kot poteka kompetitivni prenos acilne skupine. Torej 
nastane intermediat, ki je še vedno dovolj aktiven, da se poveže z aminom. DMAP in 
HOBt sta primera takih pomožnih nukleofilov. Oba reagirata s karboksilno skupino do 
aktiviranega intermediata – HOBt tvori ester, DMAP pa N-aciliminijev kation. S tema 
aktiviranima intermediatoma reagira amin, pri čemer nastane želen amid, HOBt in DMAP 
pa se regenerirata (Slika 15).  
 
Slika 15: Mehanizem tvorbe amida iz amina. Povzeto po 
(81)
. 
V reakcijsko zmes smo vedno dodali še prebitek trietilamina, ki je zagotovil bazične 
pogoje. S tem smo zagotovili, da je bil amin v neprotonirani obliki. Kot topilo smo 
uporabili DMF, ker se v njem vsi naši reagenti dobro topijo, ampak najmanjšo možno 
količino, ker se ga je pri izolaciji težko znebiti. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes 
prelili z etil acetatom, v katerem je naš produkt topen (delno tudi DMF), nato pa smo 
spirali z 1M raztopino HCl, da smo se znebili bazičnih spojin, vodo, z NaHCO3, da smo se 
znebili kislih spojin in nasičeno raztopino NaCl, ki je odtegnila rezidualno vodo, nato pa še 
posušili z Na2SO4.  
Izkoristka reakcij sta v primeru sinteze spojine 4 in 10 znašala 69% in 65%, pri sintezi 
spojine 9 pa 46%. Do slabših izkoristkov je prišlo zaradi nepopolnega sklapljanja, saj smo 
na TLC videli še dodatno liso. Pri spojini 9 pa tudi pri izolaciji, kjer je na TLC vidna še 
dodatna lisa v kisli vodni fazi. Za boljše sklapljanje bi lahko preizkušali druge sklopitvene 
reagente npr. CDI, ali alternativne metode, kot na primer s kislinskim kloridom, azidom ali 
anhidridom, ki so bolj elektrofilne zvrsti, zato reakcije potečejo z večjimi izkoristki. 
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5.2.2 Uporaba HOBt in DCC 
Pri sintezi spojin 2 in 3 smo tudi izvajali sklopitev z reagentoma HOBt (1-
hidroksibenzotriazol) in DCC (N,N'-dicikloheksilkarbodiimid). DCC je najbolj znan 
sklopitveni reagent, ki ga uporabljamo za tvorbo amidne vezi. Ogljik, ki je med 
dušikovima atomoma, je elektrofilen in ga zato napade karboksilat, ob tem pa nastane O-
acilsečnina (Slika 15). Ta je ena bolj reaktivnih zvrsti, ki reagira z aminom do amida. Če je 
v reakcijski zmesi presežek karboksilne kisline, O-acilsečnino napade druga molekula 
kisline, pri čemer se tvori simetrični anhidrid, ta pa nato reagira z aminom. Možno pa je 
tudi, da se O-acilsečnina ciklizira in nato tvori amidno vez. Ta reakcija poteče v manjšem 
obsegu, saj je vmesni produkt manj reaktiven od drugih derivatov in lahko pride do 
racemizacije. Kot produkt reakcije nastaja N,N'-dicikloheksilsečnina. To večinoma 
odstranimo s filtracijo, saj je slabše topna v organskih topilih. Slabost teh vrst reakcije je, 
da pogosto pride do racemizacije in prenosa acilne skupine, kjer se tvori N-acilsečnina kot 
stranski produkt. Kako hitro reakcija poteče, je odvisno tudi od temperature in 
uporabljenega organskega topila. Če dodajamo sklopitveni reagent pri 0 °C in nato dodamo 
še pomožni nukleofil, lahko znatno zmanjšamo obseg stranskih reakcij. Z dodatkom 
pomožnega nukleofila lahko hkrati zmanjšamo racemizacijo in omejimo nastajanje 
stranskih produktov. 
5.3 Katalitsko hidrogeniranje 
Pri sintezi spojin 6 in 7 smo uporabili postopek katalitskega hidrogeniranja, s katerim smo 
želeli odstraniti benzilno skupino na serinski hidroksilni skupini. Benzilna skupina je bila 
pri nekaterih spojinah uporabljena kot zaščitna skupina, pri nekaterih pa smo jo pustili, ker 
lahko ugodno vpliva na interakcije spojine v vezavnem mestu receptorja, in sicer v teoriji 
omogoča tvorbo hidrofobnih vezi, π-π, kation-π interakcij, zviša pa tudi logP, kar bi 
potencialno ugodno vplivalo na prehod spojine preko membrane. Katalitsko hidrogeniranje 
delamo v vodikovi atmosferi, zraven pa uporabimo katalizator, ki je ponavadi dobro 
uprašena kovina (Pd, Pt, Ni). Obstajajo tudi skeletni katalizatorji (Raney-Ni, Pd/C), ki 
imajo veliko specifično površino, kamor se lahko adsorbira vodik. Mehanizem reakcije je 
povzet na sliki 16. To reakcijo ponavadi uporabljamo za hidrogenacijo alkinov do Z-
alkenov, hidrogenacijo alkenov do alkanov, redukcijo iminov do aminov, redukcijo nitro 





Topilo je pri reakciji katalitskega hidrogeniranja zelo pomembno, saj mora raztapljati 
vodik, reagente in produkte, absorbirati energijo, ki se sprošča pri eksotermni reakciji ter 
ohranjati površino katalizatorja prosto, brez nečistot. Najpomembnejša pri izbiri topila je 
termodinamična interakcija med reaktantom in topilom, saj ta odloča o poteku reakcije 
(83)
. 
Mi smo kot topilo pri reakciji uporabili ocetno kislino, ki je dobro raztapljala tako izhodno 
spojino z vezano benzilno skupino kot tudi produkt s prosto serinsko OH. 
Pri naši sintezi spojine 6 smo s katalitskim hidrogeniranjem reducirali tudi dvojno vez na 
trans-ferulični kislini, temu pa bi se lahko izognili s selektivno metodo za odstranjevanje 
benzilne zaščite – s katalitičnim paladijevim acetatom, trietilaminom, presežkom trietil 




Slika 16: Mehanizem odstranjevanja benzilne zaščite. Povzeto po 
(85)
. 
*Ob testiranju čistosti spojin 9, 10 in 11 na HPLC smo dobili zelo nizke vrednosti (36,5 %, 
44,8% in 67,6%) iz česar bi lahko sklepali, da so spojine nečiste, ampak smo na 1H in 13C 
spektrih videli, da gre za čiste spojine. Najverjetneje je na koloni serin racemiziral in smo 
zato videli dodaten vrh oziroma dobili tako nizke vrednosti za naše spojine. 
5.4 Biološko vrednotenje 
Za biološko vrednotenje spojin smo uporabili tri različne teste, s prvim smo testirali 
aktivnost spojin na celičnih linijah s prekomerno izraženim genom za receptor NOD2 ter 
na enaki celični linij naredili tudi test MTS, kjer smo preverjali vpliv spojin tudi na 
metabolno aktivnost celic. S tem smo vrednotili delovanje spojin na tarčo in njihovo 
potencialno citotoksičnost. Druga dva testa pa sta bila funkcijska, s katerima smo 
preučevali vpliv najbolj perspektivne spojine 4 na citotoksično aktivnost mononuklearnih 
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celic iz periferne krvi in vpliv na zorenje dendritičnih celic (izražanje specifičnih 
označevalcev na celični površini). 
5.4.1 Aktivnost spojin 
Teste za preverjanje aktivnosti spojin pri koncentraciji 2 μM smo izvedli na celični liniji 
HEK293-NOD2, ki imajo v genom vgrajen gen za receptor NOD2, poleg tega pa ima 
vgrajen tudi gen za izločanje zarodne alkalne fosfataze (SEAP), ki se v medij sprošča ob 
aktivaciji NF-κB kot posledica vezave agonista na NOD2. V medij je bil dodan še substrat, 
ki ga SEAP pretvarja v obarvan produkt. Z meritvijo intenzitete absorbance obarvanega 
produkta dobimo aktivnost spojin na receptor NOD2. Iz grafa (slika 18) je razvidno, da 
receptor NOD2 najmočneje aktivira spojina 4. Njegova aktivnost (204%) je bila dvakrat 
večja v primerjavi z negativno kontrolo (100%). Prav tako NOD2 aktivacijo povzroči 
vezava spojine 5 (168%). Spojinama je skupna benzilna skupina na serinski OH. V 
literaturi so se spojine s centralnim L-fenilalaninom, ki ima prav tako benzilno skupino, 
izkazale kot močni aktivatorji receptorja NOD2 
(86)
, zato smo sklepali, da bi lahko zaetrena 
benzilna skupina na serinski OH, ugodno vplivala na agonistično delovanje na receptor 
NOD2.  
V študijah smo zasledili, da zamenjava centralnega L-alanina z L-serinom v MDP ni 
bistveno vplivala na sposobnost aktivacije NOD2. Aciliran derivat MDP, v katerem je 
centralni L-alanin zamenjan z L-serinom, je v primerjavi z aciliranim derivatom MDP 
izkazal le malo šibkejše delovanje 
(53)
. V našem primeru je MDP pri 2 μM povzročil 3,11-
kratno aktivacijo NOD2 v primerjavi z negativno kontrolo, naša najboljša spojina pa le 
2,04-kratno. Iz teh podatkov sicer ne moremo sklepati o razlikah v vrednostih EC50 teh 
spojin, vseeno pa lahko ugotovimo, da L-Ser ni najboljša zamenjava za L-Ala, ker očitno 
predstavlja benzilni eter prevelik fragment za uspešno vezavo v domnevni hidrofobni žep. 
V predhodni študiji Gobec in sodelavcev so ugotovili, da se v NOD2 agonistih 
dezmuramilpeptidnega tipa lahko centralni L-Ala uspešno zamenja z bolj lipofilnima 
analogoma L-Val in L-Phe, kar je privedlo do zelo močnih agonistov NOD2 z vrednostima 
EC50 46 nM in 121 nM. Kar nas je zelo presenetilo, je bila popolna odsotnost NOD2 
agonističnega delovanja spojine 9, ki je strukturni analog prej omenjenih spojin in se od 
njiju razlikuje le po vgrajeni centralni amino kislini, L-serinu. Razlog za to nepojasnjeno 
neaktivnost bi lahko bila dokaj nizka clogP vrednost spojine 9 v primerjavi z valinskim 
(clogP = 1,71) in fenilalaninskim analogom (clogP = 2,20), saj je za uspešno aktivacijo 
NOD2 najprej potrebno preiti v notranjost celice, zato morajo spojine biti dovolj lipofilne.  
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Spojina 4 z izračunanim logP 2,42 sicer bolj aktivira receptor NOD2 kot spojina 5, z 
izračunanim logP 10,80, zato sklepamo, da je lipofilni fragment na spojini 5 nekoliko 
omejeval vezavo na receptor in da do občutnejše hidrolize stearoilnega estra pri spojini 5 
ter ostalih aciliranih analogih v tem času ni prišlo. V literaturi smo zasledili, da so celice 
HEK, na katerih smo preizkušali naše spojine, metabolno zelo slabo aktivne, posebno v 
primeru estrov z dolgimi maščobnimi kislinami, ki se hidrolizirajo s karboksilesterazo 1 
(87)
. Iz teh razlogov sklepamo, da bi naše spojine verjetno dale veliko boljše rezultate na 
metabolno bolj aktivnih celicah, kot so na primer primarne imunske celice. 
Pri testu vpliva spojin na metabolno aktivnost celic (MTS), pri katerem smo uporabili 20 
μM koncentracijo spojin, smo ugotovili, da te povečajo metabolno aktivnost celic, ki pa je 
znotraj napake testa. MTS test smo naredili z namenom, da dokažemo, da spojine ne 
delujejo citotoksično, in da je NOD2 aktivacija posledica delovanja spojin na žive in 
metabolno aktivne celice. S testom smo torej ugotovili, da nobena spojina ne deluje 
citotoksično in da so celice ostale metabolno aktivne. 
   
Slika 17: Graf prikazuje vpliv spojin na aktivnost receptor NOD2 in na metabolno 
aktivnost celic. 
Ker smo iz preliminarnih testov ugotovili, da spojina 4 še najmočneje aktivira NOD2, smo 
se odločili, da bomo nadaljnje funkcijske teste izvedli samo z njo. 
5.4.2 Citotoksičnost PBMC 
Za preučevanje vpliva spojine 4 na citotoksično sposobnost PBMC proti tumorskim 
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(slika 18) so podane normalizirane vrednosti in prikazujejo odstotek povečanja ali 
zmanjšanja deleža mrtvih celic K562 glede na kontrolo (DMSO). Iz grafa lahko vidimo 
primerjavo citotoksičnosti PBMC, ki smo jih tretirali z DMSO ali s spojino 4 (pri dveh 
koncentracijah - 1 μM in 10 μM) ali pa s pozitivno kontrolo (1 μM rezikvimod). Pri 
dodatku 1 μM koncentracije spojine 4 smo opazili 10% znižanje citotoksičnosti v 
primerjavi z DMSO, pri 10 μM koncentraciji pa 9% zvišanje citotoksičnosti.  
Študije, kjer so delali teste na PBMC oziroma NK, so pokazale, da NK celice, tretirane z 
agonisti NOD2, povečajo izločanje citokinov in citotoksično delovanje napram celični 
liniji Tu167 (rakava celična linija) ne pa tudi proti celicam K562. MDP je v študiji tako 




Ker je spojina 4 šibkejši agonist NOD2 v primerjavi z MDP, nismo pričakovali velikega 
povišanja citotoksičnosti PMBC napram K562. Pravilno delovanje in izvedbo 
eksperimenta nam je potrdil rezikvimod, ki je povzročil 209% citotoksičnost v primerjavi s 
kontrolo (slika 18). Iz tega lahko sklepamo, da spojina 4 nima ne zaviralnega in tudi ne 
stimulatornega vpliva na PBMC. Slednji vsebujejo predvsem limfocite T in limfocite B ter 
le malo fagocitnih celic, ki so bile naše tarčne celice. Možno je torej, da se v tem testu 
rezultati niso pokazali, ker nismo imeli čiste populacije NK celic in so ostale celice 
kompenzirale učinek spojine na fagocitne celice z vezavo spojine 4 in izločanjem 
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Slika 18: Graf prikazuje citotoksičnost PBMC, ki smo jih tretirali z rezikvimodom 
(pozitivna kotrola) in spojino 4 pri dveh različnih koncentracijah. Za negativno kontrolo 
smo uporabili DMSO. 
5.4.3 Vpliv na izraženost CD86, CD80, HLA-DR in CD14 
V naslednjem testu smo s pomočjo pretočne citometrije gledali izražanje različnih 
označevalcev na površini dendritičnih celic. CD86 in CD80 sta markerja na zrelih 
dendritičnih celicah in zagotavljata kostimulatorne signale za aktivacijo in preživetje T 
celic. HLA-DR je površinski receptor MHC II, ki se nahaja na APC, CD14 pa je molekula 
značilna za monocite 
(89)
. Nezrele dendritične celice smo tretirali z lipopolisaharidom 
(LPS) v koncentraciji 100 ng/mL kot pozitivno kontrolo ali z DMSO – negativna kontrola 
oziroma s spojino 4 pri dveh različnih koncentracijah 1 μM ter 10 μM.  
Derivati muramil dipeptida dokazano lahko vplivajo na zorenje dendritičnih celic in s tem 
tudi na izražanje različnih označevalcev na membrani. V študiji z MDP-Lys se je izkazalo, 
da so dendritične celice po inkubaciji z MDP-Lys začele izražati več označevalcev CD80, 
CD83 in CD86, kar pomeni, da so dozorele iz nezrelih dendritičnih celic v zrele. 
Pričakovali so, da bo spojina povečala tudi izražanje HLA-DR, a se je izkazalo, da MDP-
Lys ni povečal izražanja tega označevalca 
(90)
. V drugi študiji so testirali vpliv 6-O-
aciliranih derivatov MDP na izražanje CD80, CD83, CD86 in HLA-DR. Dokazali so, da 
tretiranje dendritičnih celic s 6-dekanoil MDP signifikantno poviša izražanje CD80, CD83, 
CD86 in HLA-DR na membrani celic 
(91)
. Z našim eksperimentom smo ugotovili, da 
spojina 4 v 10 μM koncentraciji poveča izražanje označevalcev CD80, CD86 in HLA-DR 
v primerjavi z negativno kontrolo (DMSO), vendar je izražanje vseh označevalcev 
nekoliko nižje v primerjavi s pozitivno kontrolo LPS. 
V prvem grafu (slika 19 levo) je prikazano, kako se je spreminjalo izražanje označevalca 
CD86. Pri celicah, tretiranih z LPS, se je vrh premaknil v desno (mediana: 5015), kar 
pomeni, da je pri teh celicah CD86 bolj izražen, torej, da so prešle v zrele DC. Pri 10 μM 
spojine 4 je prišlo do povečanega izražanja CD86 (mediana: 1157) v primerjavi s kontrolo 
(mediana: 573), kar pomeni, da spojina pospeši zorenje dendritičnih celic. Vendar pa še 
vedno nismo dosegli stopnje izražanja, ki jo je povzročil LPS. Pri nižji koncentraciji 
spojine 4, in sicer 1 μM, se je vrh premaknil zelo malo, iz česar sklepamo, da so potrebne 
višje koncentracije, da se pokaže delovanje te spojine. 
V drugem grafu (slika 19 desno) je prikazan učinek spojin na izražanje CD80, ki je tudi 
značilen za zrele DC. Celice, tretirane z nižjo koncentracijo spojine 4, niso kazale nobene 
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spremembe v izražanju označevalca CD80 (mediana se ne razlikuje od mediane celic, 
tretiranih z DMSO), pri 10 μM pa smo opazili majhno povečanje izražanja tega 
označevalca (mediana: 3690, DMSO: 3031). LPS, ki dokazano poveča izražanje CD80, je 
tudi v našem primeru to značilno pokazal (mediana: 5028). 
 
Slika 19: Izražanje označevalcev na površini dendritičnih celic. Levo je prikazana 
sprememba v izražanju CD86, desno pa sprememba v izražanju CD80 ob tretiranju celic s 
spojino 4, pozitivno in negativno kontrolo. 
V tretjem grafu (slika 20 levo) smo gledali izražanje HLA-DR, ki je prav tako izražen na 
zrelih dendritičnih celicah. 1 μM koncentracija spojine 4 tudi v tem primeru ni pokazala 
nikakršnega vpliva na izražanje, medtem ko je 10 μM koncentracija spojine 4 povzročila 
zmerno povečano izražanje HLA-DR na celicah v primerjavi z negativno kontrolo 
(mediana: 12859, DMSO: 10441). Pri izražanju HLA-DR so sicer opazne manjše razlike 
med vzorci, ker imajo slednjega že izražene tudi nezrele dendritične celice, tako da tudi 
celice, tretirane z LPS, niso kazale velike razlike v izražanju (mediana:14163). 
V četrtem grafu (slika 20 desno) pa smo opazovali izražanje označevalca CD14, ki je 
značilen za monocite. Pričakovali bi torej rezultate, da so celice, tretirane s spojino 4, 
pomaknjene v grafu malo bolj levo – torej da je ekspresija CD14 manjša kot pri DMSO, ni 
pa nujno, da se to zgodi, ker imajo že nezrele dendritične celice zelo nizko izražanje CD14. 
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Pri LPS se vidi, da je CD14 nekoliko manj izražen v primerjavi s kontrolnim vzorcem 
(mediana: 640, DMSO: 727), ampak je to v okviru eksperimentalne napake. Pri spojini 4 
pa je v primeru 1 μM koncentracije skoraj enako izražen kot pri celicah, tretiranih z 
DMSO, pri 10 μM pa celo malo bolj. Vendar pa je mediana vseh vzorcev zelo nizka in 
pomeni, da je v vseh celicah prisotnega zelo malo CD14 in so bili monociti uspešno 
diferenciirani do nezrelih dendritičnih celic. 
 
Slika 20: Izražanje označevalcev na površini dendritičnih celic. Levo je prikazana 
sprememba v izražanju HLA-DR, desno pa sprememba v izražanju CD14 ob tretiranju 
celic s spojino 4, pozitivno in negativno kontrolo. 
Iz rezultatov tega testa lahko ugotovimo, da ima spojina 4 pozitiven vpliv na zorenje 
dendritičnih celic. Kvaliteto naših rezultatov bi lahko izboljšali z več biološkimi 
ponovitvami, saj smo izvedli le dve. Kredibilnost rezultatov bi bila v tem primeru večja, 
saj smo PBMC izolirali iz krvi dveh različnih donorjev, ki pa se lahko razlikujeta v številu 
in aktivnosti imunskih celic. V primeru, da bi eden od donorjev ravno preboleval neko 
okužbo, bi le ta imel povišano levkocitno celično vrsto in bi s tem vplival na naše rezultate. 
Če bi naredili več bioloških ponovitev, bi dobili zanesljivejše rezultate, saj bi se s tem 
približali povprečju in se rezultati ne bi tako razlikovali med sabo. 
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6. SKLEP  
 Sintetizirali smo 6 novih derivatov muramil dipeptida, in sicer acilirane analoge 
tripeptida Gly-L-Ser-D-Glu kot agoniste receptorja NOD2. 
 Največjo agonistično aktivnost na receptorju NOD2 je pokazala spojina 4 (dietil O-
benzil-N-(((E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)akriloil)glicil)-L-seril-D-glutamat), ki 
ima na serinski OH skupini pripeto benzilno skupino, ta se je tudi v literaturi že 
izkazala kot fragment, ki izboljša vezavo na receptor. Spojina je izkazala dvakratno 
sposobnost aktivacije NOD2 v primerjavi z negativno kontrolo. 
 Poleg spojine 4 je agonistično delovanje na receptorju NOD2 pokazala tudi spojina 
5 (dietil O-benzil-N-(((E)-3-(3-metoksi-4-(stearoiloksi)fenil)akriloil)glicil)-L-seril-
D-glutamat). Spojina je izkazala 168% aktivacijo NOD2. 
 Spojina 4 v funkcionalnem testu, kjer smo preverjali vpliv na citotoksično aktivnost 
mononuklearnih celic iz periferne krvi, ni imela vpliva. 
 Test vpliva spojine 4 na izražanje označevalca CD86 je pri obeh uporabljenih 
koncentracijah, 1 μM in 10 μM pokazal pozitiven trend. Spojina 4 je pri 10 μM 
koncentraciji povečala tudi izražanje CD80 in HLA-DR, medtem ko na izražanje 
CD14 ni imela vpliva. 
 Spojina 4 ni izkazala močnejše aktivacije NOD2 (204 %) v primerjavi z MDP 
(311%), prav tako ni izkazala povečanja citotoksičnega delovanja PBMC proti 
K562 (pri koncentraciji 10 μM samo 9% višje citotoksično delovanje v primerjavi z 
negativno kontrolo) in majhen vpliv na zorenje dendritičnih celic. Zato menim, da 
bi se nadaljnje morali usmeriti v raziskavo dezmuramilpeptidov z drugo centralno 
aminokislino, mogoče fenilalanin, saj je benzilna skupina izkazala boljše delovanje 
od OH, in v modifikacije nesladkorne komponente. Smiselno bi bilo nadaljevati z 
iskanjem modifikacij spojin, ki bi imele višji logP, saj bi s tem lažje prišle do tarče 
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